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RESUMEN 
 
Se determinó la actividad antifúngica in vitro de los extractos metanólicos, 
etanólicos e hidroalcohólicos de Hypericum laricifolium (partes aéreas),  Ilex guayusa Loes 
(hojas), Juglans neotropica Diels (corteza), Piper lineatum (hojas), Piper spp. (hojas), 
Psidium guajava (hojas), Cassia reticulata Wild (planta entera) y Terminalia catappa 
(hojas); recolectadas en los departamentos de Amazonas y Cajamarca. La actividad 
antifúngica se evaluó mediante el método de difusión en agar frente a Candida albicans 
ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 16404 y Microsporum canis cepa clínica y la 
Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) por el método de microdilución colorimétrico, 
utilizando como controles ketoconazol y fluconazol.  
Todos los extractos presentaron actividad antifúngica importante  frente a C. 
albicans y M. canis, y ninguno tuvo actividad frente a A. niger. Las condiciones de 
laboratorio para determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) de C. albicans 
mediante el método de microdilución colorimétrico fueron: temperatura de incubación de 
37°C, tiempo de incubación de 24 h, inóculo final 0,5-2,5 x 10
3
 ufc/mL y 0,05 mg de 
resazurina por pozo; y, para M. canis fueron temperatura de incubación de 37°C, tiempo de 
incubación de 4 días, inóculo final de 1,2 – 6 x 104 ufc/mL y 0,05 mg de resazurina por 
pozo.   
Mediante microdilución se determinó que 19 (79%), 18 (75%) y 24 (100 %) de los 
extractos investigados  presentaron  CMIs ≤ 1000 µg/mL, frente a Candida albicans ATCC 
10231, Candida albicans cepa clínica y Microsporum canis, respectivamente. Los extractos 
con la mayor actividad antifúngica fueron los de Juglans neotropica Diels, Psidium 
guajava y Terminalia catappa; con CMIs < 100 µg/mL. El método de microdilución 
colorimétrico usando resazurina demostró ser útil para el screening antifúngico de extractos 
de plantas. 
 
Palabras clave: Actividad antifúngica, plantas medicinales, Amazonas, microdilución 
colorimétrica, concentración mínima inhibitoria, Candida albicans ATCC 10231, 
Microsporum canis, Aspergillus niger ATCC 16440 
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SUMMARY 
 
I was determinated the in vitro antifungal activity of ethanolic, methanolic and 
hydro-alcoholic extracts of Hypericum laricifolium (aerial parts), Ilex guayusa loes 
(leaves), Juglans neotropica Diels (bark), Piper spp. (leaves), Piper lineatum (leaves), 
Psidium guajava (leaves), Cassia reticulata Wild (whole plant) and Terminalia catappa 
(leaves); colected in the departments of  Amazonas and Cajamarca. The antifungal activity 
was evaluated by the agar diffusion method against Candida albicans ATCC 10231, 
Aspergillus niger ATCC 16404, and the dermatophyte Microsporum canis clinical strain 
and the Minimun Inhibitory Concentration (CMI) by the microdilution colorimetric 
method, using as controls ketoconazole and fluconazole. 
 All of extracts showed antifungal activity against C. albicans and M. canis and no 
activity against Aspergillus niger. The laboratory conditions to determine the Minimun 
Inhibitory Concentration (CMI) of Candida albicans through the colorimetric microdilution 
method were: incubation temperature of 37°C, time of incubation of 24 h, final inoculums 
0,5-2,5 x 10
3
 cfu/mL and 0,05 mg de resazurin per well; and, for Microsporum canis were: 
incubation temperature of  37°C, time of incubation of 4 days, final inoculums 1,2-6 x 10
4
 
cfu/mL and 0,05 mg de resazurin per well.  
For microdilution were determinited that 19 (79%), 18 (75%) y 24 (100%) of 
extracts investigated, showed MICs ≤ 1000 µg/mL, against  Candida albicans ATCC 
10231, Candida albicans clinic strain and Microsporum canis respectively. The extracts 
with the best antifungal activity were those Juglans neotropica Diels, Psidium guajava and 
Terminalia catappa; with MICs < 100 µg/mL. The colorimetric microdilution method 
using resazurin proved useful for screening antifungal plant extracts. 
 
Key words: Antifungal activity, medicinal plants, Amazonas, colorimetric microdilution, 
Minimal Inhibitory Concentration, Candida albicans ATCC 10231, Microsporum canis, 
Aspergillus niger ATCC 16404.  
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INTRODUCCIÓN 
 
Durante los últimos años se ha incrementado la incidencia de enfermedades 
fúngicas
(1)
, el aumento considerable de pacientes inmunocomprometidos, quimioterapia, 
nutrición parenteral, cirugía de transplante y el uso de agentes antimicrobianos de amplio 
espectro, agregados a la presencia de SIDA, dan verdaderas "placas petri vivientes" 
individuales, quienes son altamente susceptibles a las infecciones oportunistas. Las 
infecciones fúngicas sistémicas y dérmicas son la causa de gran morbi-mortalidad en este 
tipo de pacientes, siendo la dermatomicosis un problema serio para niños de países en 
desarrollo como una consecuencia de un cuidado sanitario deficiente 
(2)
.  
Los fármacos disponibles actualmente, tiene una toxicidad importante, producen 
recurrencia o causan resistencia, razón por la cual se está procurando nuevos agentes 
antifúngicos más potentes pero sobretodo más seguros que los existentes actualmente. 
Desafortunadamente, las células fúngicas y humanas no son muy diferentes, comparten 
gran parte de las vías del metabolismo intermediario, utilizan enzimas muy similares y no 
es fácil encontrar blancos que ofrezcan la selectividad requerida para obtener un 
antifúngico seguro 
(3, 4)
. 
Los compuestos derivados de plantas son de interés en este contexto porque ellos 
comprenden sustitutos más seguros o más eficaces como fuente de agentes antimicrobianos 
que los producidos en la industria 
(5, 6, 7)
.  
La Amazonía peruana es una de las zonas del planeta con mayor diversidad vegetal: 
conviven en la zona el 8% del total de especies vegetales, de las cuales menos del 1% han 
sido estudiadas desde el punto de vista fitoquímico o farmacológico, por lo tanto su estudio 
podría conducir al descubrimiento de un gran número de nuevas moléculas bioactivas con 
posible aplicación terapéutica. Los indígenas de la amazonía peruana disponen de 
conocimientos transmitidos de generación en generación sobre las aplicaciones medicinales 
de las plantas que pueblan la zona 
(8)
.  Por esta razón, luego de un análisis etnobotánico y 
quimio-taxonómico fueron seleccionadas 8 plantas para el estudio: Hypericum laricifolium 
(9 y 10)
, Ilex guayusa Loes 
(11 y 12)
, Juglans neotropica Diels 
(13 y 14)
, Piper lineatum, Piper 
spp. 
(15 y 16)
, Psidium guajava 
(17)
, Senna reticulata Wild 
(18 y 19)
,  y Terminalia catappa 
(20 y 
21)
. 
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1.    PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
   
1.1. Antecedentes 
Como primer paso en esta investigación hemos recopilado trabajos y estudios 
relacionados a la búsqueda y  determinación de la actividad antifúngica de plantas 
medicinales, en especial aquellas cuyos géneros vegetales se encuentran en el Perú.  
 
1.1.1. En el Ámbito Internacional 
Tchakam PD. et al. (2012) reportaron que el extracto metanólico de las hojas de 
Hypericum lanceolatum tiene una CMI de 512 µg/mL contra Candida albicans y 
Cryptococcus neoformans y de 64 µg/mL  contra Trichophyton rubrum, determinados por 
el método de microdilución en caldo 
(22)
. 
Fenner R. et al. (2005) han encontrado que los extractos clorofórmico y de eter de 
petróleo de Hypericum terneum tienen actividad contra Candida albicans, Cryptococcus 
neoformans, Aspergillus fumigatus, y dermatofitos con CMIs entre 100 y 500 μg/mL, 
determinado por el método de dilución en agar 
(10)
; en otro estudio Decosterd LA. et al. 
(1991) señalan que del extracto de eter de petróleo  de las partes aéreas de Hypericum 
calycinum se aisló un derivado de floroglucinol que posee actividad antifúngica contra 
Cladosporium cucumericum 
(23)
.  
Rath G. et al. (1996) mencionan que las xantonas aisladas de la raíz de Hypericum 
roeperanum exhiben actividad antifúngica contra Candida albicans 
(24)
. En otro estudio 
Rocha L. et al. (1994) reportaron que la hiperbrasilona y xantonas aisladas del extracto de 
diclorometano de la corteza y raíz de Hypericum brasiliense mostraron actividad contra 
Cladosporium cucumericum 
(25)
. Además Mukherjee PK. et al. (2002) encontraron que los 
extractos  clorofórmico y metanólico de las hojas y cortezas de Hypericum patulum e 
Hypericum mysorense mostraron un efecto antifúngico comparable a la griseofulvina 
(26)
. 
Filip R. et al. (2010) demostraron que el extracto acuoso de Ilex paraguariensis 
(1000 mg/mL) posee actividad inhibitoria contra Malassezia furfur, hongo causante da la 
pitiriasis versicolor 
(27)
. En otro estudio Haraguchi  H. et al. (1999) han reportado que los 
triterpenos aislados de las frutas de Ilex integra mostrarón actividad contra Candida 
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albicans y Aspergillus niger, con CMIs de 50 µg/mL y 200 µg/mL respectivamente, para el 
triterpeno mas activo 
(12)
. 
Lopez A. et al. (2001) han reportado que el extracto metanólico de Juglans 
neotropica Diels mostró actividad antifúngica 
(14)
. Por otro lado Nuomi E. et al. (2010) 
reportaron que los extractos de etil acetato, metanólico y de acetona de la corteza de 
Juglans regia mostraron actividad contra Candida albicans 
(28)
.  
Omar S et al. (2000) reportaron que el extracto de la corteza de Juglans cinerea 
mostró actividad contra una amplia variedad de hongos tales como Candida albicans, 
Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Trichophyton mentagrophytes, 
Microsporum gypseum, y Aspergillus fumigatus  
(29)
. 
Danelutte AP. et al. (2003) encontraron en las hojas de Piper crassinervium Kunth 
del Brasil hidroquinonas preniladas y las flavononas naringenina y sakuranetina, estos 
compuestos tuvieron actividades antifúngicas comparables a los controles (Nistatina y 
Miconazol) 
(15)
. Tirilini B. et al. (1996) reportaron que el canfor y canfeno, principales 
constituyentes del aceite esencial de Piper angustifolium Lam.  mostraron actividad 
fungistática contra  Trichophyton mentagrophytes, Candida albicans, Cryptococcus 
neoformans, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus 
(30)
. 
Vasquez da Silva R. et al. (2002), Navickiene HM. et al. (2000) y Alecio AC. et al. 
(1998) reportaron que han aislado numerosas amidas  con actividad antifúngica de semillas 
y hojas de Piper tuberculatum, Piper arboreum y de Piper hispidum 
(16, 31,32)
. 
Koroishi AM. et al. (2008) encontraron que el extracto hidroalcohólico de las hojas 
de Piper regnellii presentó una fuerte actividad contra los dermatofitos Trichophyton 
mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Microsporum canis y Microsporum gypseum 
(33)
. 
Jebashree HS. et al. (2011) reportaron que los extractos hexánico, de etil acetato, 
etanólico y metanólico de las hojas de Psidium guajava mostraron actividad contra 
Candida albicans con una CMI de 0,315 mg/mL 
(34)
. Dhiman A. et al. (2011) reportaron 
que el extracto metanólico de las hojas de Psidium guajava mostraron CMIs de 12.5 µg/mL 
contra Candida albicans y Aspergillus niger 
(35)
. 
Torey A. et al. (2011) reportaron que el extracto metanólico de Senna spectabilis 
(sinónimo Cassia spectabilis)  mostró actividad contra Candida albicans con una CMI de 
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6.25 mg/mL, determinado por el método de microdilución y el extracto también redujo 
biopelículas de Candida albicans 
(36)
. 
Somchit MN et al. (2003) reportaron que el extracto etanólico de la corteza de 
Cassia alata (sinónimo Senna alata) mostró actividad contra Candida albicans a una 
concentración de 30 μg/µL (19); Cáceres A. et al. (1993) reportaron que el extracto etanólico 
de la corteza y hojas de Cassia grandis fue activo contra  dermatofitos 
(37)
. Por otro lado 
anteriormente Cáceres et al. (1991), también encontraron que el  extracto acuoso de Cassia 
grandis y Cassia occidentalis demostraron actividad contra  dermatofitos  
(38)
. 
Carpano SM. et al. (2003) reportaron que el extracto metanólico y acuoso de las 
partes aéreas de Terminalia australis, mostraron efecto contra cepas de Aspergillus y 
Candida 
(21)
. Fyhrquist P. et al. (2002) señalan que el extracto metanólico de la raíz de 
Terminalia sambesiaca y el extracto metanólico de la raíz de Terminalia sericea tienen 
actividad anticandida 
(39)
. Baba-Mousa F. et al. (1999) reportaron que la planta de 
Terminalia avicennioides es rica en taninos y saponinas, lo que explicaría su actividad 
contra cepas de Candida y dermatofitos 
(40)
.  Masoko P. et al. (2005) demostraron que 
Terminalia sericea y T. brachystemma originarios de Sudáfrica tienen compuestos 
antifúngicos de naturaleza apolar (Rf=0.46) contra Microsporum canis 
(41)
 y Liu M. et al. 
(2009) encontró que la punicalagina, tanino aislado de las hojas de Terminalia 
brachystemma mostró una excelente actividad contra 3 especies de Candida 
(42)
. 
 
1.1.2. En el Ámbito Nacional 
El Perú es rico en flora y sólo un pequeño porcentaje (~ 2%) de estas especies 
peruanas han sido investigadas quimicamente y/o biológicamente, y se estima más de 2000 
plantas son usadas en la región amazónica por la medicina tradicional. El norte del Perú, 
particularmente las laderas orientales de las montañas de los andes y la región amazónica 
adyacente es muy rica en diversidad de plantas leñosas 
(43)
. Los departamentos de 
Amazonas y Cajamarca se ubican en esta región. 
Rojas R. et al. (2003) reportaron el estudio de la actividad antimicrobiana de 36 
extractos etanólicos de 24 plantas utilizadas en la medicina tradicional peruana para el 
tratamiento de infecciones severas y desordenes inflamatorios, usando el método de 
difusión en agar 
(44)
. 
 
 
8 
 
Huamani ME. y Ruiz JR. (2003) reportaron que el extracto etanólico de las partes 
aéreas de Hypericum laricifolium (Chinchango) mostró actividad contra Candida albicans 
ATCC 10231, con un halo de inhibición de 22 mm y una Concentración Mínima Inhibitoria 
(CMI) de 250 μg/mL (9). 
De la Cruz P. (2012) reportó que los aceites esenciales de las especies Piper 
Carpunya (Carpundia), Piper lineatum (Matico) y Piper acutifolium (Matico rojo) tienen 
propiedades antimicóticas, antioxidantes y antimicrobianas 
(45)
.  
En la amazonia peruana la planta entera de Senna reticulata Wild (Retama) se usa 
para infecciones fúngicas 
(18)
. 
Kloucek P. et al. (2005) encontraron que el extracto etanólico de las hojas de 
Terminalia catappa (Castañilla) que se encuentra en la selva peruana tienen actividad 
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas 
(20)
.  
     
1.2   Problema  
 
1.2.1. Problema General: 
 
¿Cómo determinar la actividad antifúngica in vitro en plantas medicinales y la 
concentración mínima inhibitoria mediante microdilución en placa? 
 
 
1.2.2. Problemas Específicos: 
 
 ¿Cómo determinar la actividad antifúngica in vitro de los extractos alcohólico, 
metanólico e hidro-alcohólico de plantas enteras y/o sus partes mediante el método 
de difusión en placa? 
 ¿Cómo determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI)  in vitro de los 
extractos alcohólico, metanólico e hidro-alcohólico de plantas enteras y/o sus partes 
con actividad antigúngica mediante el método de microdilución en placa? 
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1.3    Objetivos  
 
1.3.1. Objetivo General 
         Determinar la actividad antifúngica in vitro en plantas medicinales y la 
concentración mínima inhibitoria mediante microdilución en placa.  
   
1.3.2. Objetivos Específicos: 
 
1. Determinar la actividad antifúngica in vitro de los extractos alcohólico, metanólico 
e hidro-alcohólico de 8 plantas plantas mediante el método de difusión en agar. 
2. Determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI)  in vitro de los extractos 
alcohólico, metanólico e hidro-alcohólico de plantas con actividad antifúngica por 
el método de microdilución en placa.  
3. Realizar el análisis fitoquímico preliminar de las plantas en estudio.  
1.4    Justificación 
 
a. Justificación teórica: determinar la actividad antifúngica de las plantas medicinales 
representa un problema muy pertinente para su estudio. 
 
b. Justificación práctica: poner en evidencia  la actividad antifúngica in vitro de las 
plantas medicinales mediante el diseño de investigación del tipo de estudio que fue 
planteado representó una investigación de elevada relevancia científica. 
 
c. Justificación metodológica: se deseaba confirmar si la metodología utilizada en este 
estudio, mediante la  determinación de la actividad antifúngica in vitro de las plantas 
medicinales, representó una  investigación  con un diseño y desarrollo acertados 
 
d. Justificación económica: el conocimiento de la actividad  antifúngica de las plantas 
medicinales permitirá orientar los estudios en la búsqueda de nuevas alternativas de 
tratamiento.         
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1.5    Alcances y Limitaciones 
 
Alcances: los resultados del estudio tienen validez interna para los programas de 
investigación de productos naturales, en especial para su evaluación de la actividad 
antimicrobiana en general y antifúngica en particular, teniendo en cuenta la capacidad y 
equipamiento en la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la UNMSM; y validez externa 
porque en el estudio se usaron métodos estandarizados y/o modificados a partir de 
publicaciones científicas y cumpliendo las exigencias de la investigación científica.  
 
Limitaciones: al trabajar con productos naturales como las plantas existen muchos factores 
que considerar como: lugar de muestreo, estación del año, hora del muestreo, tipo de 
extracción, solvente de extracción y la metodología para evaluar la actividad antifúngica; lo 
que puede influir en la comparación de los resultados con otras investigaciones; además no 
se abordó en profundidad el estudio fitoquímico de las plantas de estudio porque este se 
limitó a los objetivos planteados. 
       
1.6   Variables: 
 
Variable dependiente: actividad antifúngica, concentración mínima inhibitoria 
 
Variable independiente: la planta y/o sus partes, método de microdilución en placa 
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2. MARCO TEÓRICO 
2.1     Teorías Generales         
2.1.1. Hongos 
Un hongo es un organismo eucariota que es miembro del reino fungi. Los hongos 
son un grupo monofilético, también llamado Eumycota 
(46)
. Los hongos estan entre los 
organismos más importantes del mundo, no solo por su rol vital en las funciones del 
ecosistema sino también por su influencia en los humanos y en sus actividades 
relacionadas. Los hongos son esenciales para actividades cruciales tales como la 
descomposición, el ciclo de nutrientes, el transporte de nutrientes y son indispensables para 
lograr el desarrollo sostenible 
(47)
. Los hongos son un grupo diverso de organismos 
eucarióticos que incluyen levaduras, mohos y setas. Como saprófitos, su principal fuente de 
alimentos es la materia orgánica muerta y en descomposición. Los hongos son los 
“eliminadores de basura” de la naturaleza. Por la secreción de enzimas digestivas sobre las 
plantas muertas y la materia animal, ellos descomponen este material hasta nutrientes 
absorvibles para ellos mismos y para otros organismos vivientes; así, ellos son los 
“recicladores” originales (48). Para propósitos prácticos, los hongos pueden ser divididos en 
2 grupos: los hongos macroscópicos (setas, bejines y hongos tipo agalla) y los hongos 
microscópicos (mohos y levaduras). Las células de los hongos microscópicos existen en 
dos tipos morfológicos básicos: levaduras e hifas 
(49)
. 
Los hongos se encuentran en casi todas partes en la tierra; algunos (los hongos 
saprofíticos) viven sobre la materia orgánica en el agua y el suelo, y otros (los hongos 
parásitos) viven sobre y dentro de los animales y las plantas. Algunos son dañinos, mientras 
que otros son benéficos. Los hongos también viven en muchos materiales inverosímiles, 
causando el deterioro de cuero y plásticos y deterioro de mermeladas, encurtidos, y muchos 
otros alimentos. Los hongos benéficos son importantes en la producción de quesos, 
cerveza, vino, pan, y otros alimentos; así como de ciertas drogas (ej. la droga 
inmunosupresora ciclosporina) y antibióticos (ej. la penicilina) 
(48)
. En el transcurso del 
tiempo, más de 100,000 especies de hongos han sido reconocidos y descritos. Sin embargo, 
menos de 500 de estas especies han sido asociadas con enfermedades humanas, y no más de 
100 son capaces de causar infección en individuos normales. El resto sólo son capaces de 
producir enfermedad en huéspedes que están debilitados o inmunodeprimidos 
(50)
. 
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2.1.2. Micosis 
Las micosis de acuerdo a su ubicación, se clasifican en superficiales, cutáneas, subcutáneas, 
profundas y sistémicas. 
 
2.1.2.1. Micosis Superficiales y Cutáneas 
Estas micosis incluyen infecciones muy frecuentes que afectan al estrato córneo de 
la piel, la epidermis y a los anexos cutáneos: pelo y uñas 
(51 y 52)
. La pitiriasis versicolor es 
la micosis superficial más frecuente, cuyo agente etiológico es Malassezia spp. 
(53 y 54)
; otras 
enfermedades  a este nivel son la piedra negra y piedra blanca, producidas por el 
ascomiceto Piedraia hortae y especies del género Trichosporon respectivamente 
(55 y 56)
. 
Dentro de las micosis cutáneas hay que diferenciar dos términos; dermatomicosis, 
que se refiere a cualquier proceso micótico de la piel y dermatofitosis al causado por 
hongos dermatofitos 
(51)
. Los dermatofitos son un grupo de hongos queratinofílicos, 
taxonómicamente relacionados. La infección puede estar limitada a la capa córnea o llegar 
a estratos más profundos, sin invasión linfática. Estas micosis cutáneas se encuentran entre 
las infecciones de mayor prevalencia en el mundo y, dado que producen lesiones fácilmente 
observables, su presencia en el ser humano está documentada a lo largo de la historia 
(57 y 
58)
. Los agentes etiológicos se clasifican en tres géneros diferentes: Microsporum, 
Trichophyton y Epidermophyton. La descripción de los géneros se basa en la morfología de 
las conidias y organelos accesorios 
(59 y 60)
. 
Los hongos dermatofitos pueden clasificarse en especies antropofílicas, zoofílicas y 
geofílicas, según cual sea su hábitat preferente 
(51 y 52)
. En la zona del Cuzco en Perú se ha 
reportado Microsporum canis y Trichophyton mentagrophytes, como los dermatofitos más 
frecuentes 
(61)
. 
Candidiasis cutánea 
Las infecciones por especies del género Candida y especialmente por Candida 
albicans, han aumentado en las últimas 3 décadas. La zona más frecuentemente afectada 
son los pliegues cutáneos donde la humedad crea un hábitat adecuado para su 
supervivencia. Se puede manifestar como: intertrigo de grandes pliegues, erosión 
interdigital, candidiasis del pañal, foliculitis, onicomicosis candidiásica con parinoquia y 
perionixis 
(62)
. 
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Infección en las mucosas por Candida spp. 
Entre ellas tenemos: infección oral o muguet, esofagitis, candidiasis de mucosa 
gastrointestinal  no esofágica, vulvovaginitis y balanitis 
(63 y 64)
. 
La especie causal más frecuente es C. albicans, pero en los pacientes tratados con 
fluconazol puede aislarse C. glabrata y C. krusei, especies menos sensibles o resistentes a 
este antifúngico 
(65-67)
. 
 
2.1.2.2. Micosis Subcutáneas  
Están causadas por hongos ambientales inoculados directamente en el tejido celular 
subcutáneo mediante un traumatismo. Presentan una agresividad local variable. 
Característicamente no se diseminan a distancia. Entre ellas se incluyen la 
cromoblastomicosis, esporotricosis, micetomas y una serie de cuadros raros: 
rinosporidiosis, entomophtoramicosis y lobomicosis 
(68-70)
. La esporotricosis es endémica 
en el Perú, en especial en la zona de Abancay 
(71-73)
. 
 
2.1.2.3. Micosis Profundas  
Bajo la denominación de micosis profundas se incluyen las siguientes infecciones 
fúngicas: blastomicosis, coccidioidomicosis, histoplasmosis, paracocidioidomicosis y 
criptococosis. Las cuatro primeras están producidas por otras tantas especies de hongos 
dimórficos térmicos, con crecimiento filamentoso a temperatura ambiente y en su estado 
saprofito, en el suelo, y en forma levaduriforme al parasitar al ser humano o en cultivo a 37 
°C, con CO2, en medio rico en aminoácidos. Las especies productoras son, 
respectivamente: Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum 
y Paracoccidioides brasiliensis. Son especies con una distribución restringida a zonas 
geográficas muy concretas 
(68)
. Tanto Histoplasma capsulatum y Paracoccidioides 
brasiliensis son endémicas en algunas zonas del Perú. 
 
2.1.2.4. Micosis Sistémicas  
Este término se reserva para aquellas micosis invasoras, o que afecten a dos o más 
órganos no adyacentes, producidas por especies fúngicas patógenas oportunistas. En su 
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etiología están implicadas especies ubicuas, de distribución mundial, que forman parte de la 
microflora ambiental o son comensales de la piel o mucosas. Habitualmente son eliminadas 
por los leucocitos polimorfonucleares y macrófagos, pero cuando hay una alteración de la 
inmunorespuesta del huésped, se ha producido un vacío ecológico por la administración de 
antibióticos o han tenido lugar circunstancias especiales que afectan a la función del 
sistema inmune, puede desarrollarse el cuadro clínico que, dadas las características del 
huésped, suele ser muy grave. El agente etiológico puede ser cualquier especie fúngica 
capaz de crecer a 37 °C y cuyos requerimientos nutricionales estén contemplados en los 
tejidos del huésped: levaduras, hongos miceliares moniliales o dematiáceos, ascomicetos, 
basidiomicetos y zigomicetos. Siendo los más frecuentes Candida spp., Cryptococcus spp., 
Blastoschizomyces capitatus, Trichosporon asahi, Aspergillus spp., Fusarium spp., 
Scedosporium spp., Mucor spp., Rhizopus spp., así como otros géneros de las familias 
Moniliaceae y Dematiaceae 
(74-76)
. 
 
En la tabla 1 se observan las principales características de las infecciones fúngicas a 
nivel mundial (77) 
 
 
Modificado de Vandeputte P. y col. 
(77)
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2.1.3. Plantas Medicinales 
Desde los tiempos más remotos, todas las sociedades han recurrido a las plantas 
como fuente de medicamentos. Actualmente, según la Organización Mundial de la Salud 
(OMS), el 80% de la población mundial recurre a la medicina tradicional para atender sus 
necesidades primarias de asistencia médica. La terapéutica tradicional se basa sobre todo en 
el empleo de extractos o principios activos de las plantas 
(78)
. 
Tanto la Biblia como la historia evolutiva de nuestro planeta, sitúan la aparición de 
las especies vegetales con gran anterioridad a la aparición en el mismo de los seres del 
reino animal. Son y han sido, por tanto, condición indispensable para la vida de multitud de 
especies animales y por supuesto del hombre. 
Las especies vegetales han constituido, además de alimento, el primer remedio a los 
problemas de salud inherentes a la condición humana. El hombre antiguo, utilizando su 
propio instinto, observando a los animales y a través del conocimiento empírico que se 
sustenta en el cotejo de aciertos y errores, aprendió a distinguir las especies vegetales 
dañinas de las que podían serle de utilidad. El empleo terapéutico de las especies vegetales 
fue la base principal de la medicina de la Grecia clásica y la medicina árabe. Y, a pesar del 
gran oscurantismo de la Edad Media, se retoma su estudio con carácter científico en el 
Renacimiento (S. XV y XVI) y ve notablemente ampliada su farmacopea con las especies 
vegetales procedentes de las Indias Orientales y Occidentales tras el descubrimiento de 
América 
(79)
. 
Desde la eclosión de los fármacos de síntesis que forma la base de la terapéutica 
oficial de los países occidentales, las plantas de uso medicinal han seguido teniendo, no 
obstante, un lugar principal en el desarrollo de la farmacología. Se calcula que existen en el 
mundo más de 250 mil especies vegetales; de entre ellas se consideran como 
potencialmente medicinales unas 12 mil especies, pero debe tenerse en cuenta que solo se 
tiene conocimiento científico de un 10% del total de las especies 
(80)
. 
Las plantas medicinales fueron durante mucho tiempo nuestra principal fuente de 
productos terapéuticos. Con la aparición de la industria farmacéutica y los avances de 
farmacología, las plantas pasaron a ser fuente de principios activos de medicamentos de 
síntesis, y más tarde, han sido desplazadas por éstos. Ahora hay una “vuelta a la naturaleza” 
con el consiguiente aumento de consumo de productos a base de plantas medicinales 
(81)
. 
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Tenemos que diferenciar planta medicinal de droga vegetal. La OMS lo definió en 
1978: planta medicinal es aquélla que en uno o más órganos contiene sustancias que pueden 
ser utilizadas con finalidad terapéutica o son precursoras de fármacos de síntesis y droga 
vegetal es la parte de la planta medicinal en la que encontramos mayor concentración de 
principios activos, puede ser la hoja, la flor, la raíz, etc. 
(82)
. 
En el Perú la riqueza de las plantas medicinales es muy amplia y está enmarcada 
dentro de más de 4400 especies de usos conocidos por las poblaciones locales, de las cuales 
un gran porcentaje se presenta en la región andina 
(83)
 y de la selva. 
Actualmente las plantas medicinales siguen siendo usadas por un gran porcentaje de 
la población mundial, para diversas enfermedades, por ejemplo tenemos: 
Plantas con actividad antioxidante; Škrovánková S. et al. (2012), realizarón una 
revisión de las mismas, que pertenecen a diferentes familias, especialmente Lamiaceae 
(romero, salvia, orégano, mejorana, albahaca, tomillo, menta, melisa), Apiaceae (comino, 
hinojo, alcaravea), y Zingiberaceae (cúrcuma,  jengibre). Además el efecto antioxidante 
está relacionado a sustancias como los compuestos fenólicos 
(84)
. 
Las plantas medicinales también tienen propiedades antiinflamatorias y se usan para 
tratar enfermedades crónicas, incluyendo artritis reumatoidea y enfermedad imflamatoria de 
Bowel; entre los compuestos derivados de plantas con propiedades antiinflamatorias, se 
puede mencionar a  polifenoles del te verde, curcumina, resvaratrol, ácido boswélico, y 
cucurbitacinas 
(85)
. 
Plantas con potencial antifertilidad han sido estudiadas, entre ellas 122 familias de 
plantas; de las cuales 49.2% pertenecen a la familia Fabaceae, 40.98% a Asteraceae, 19.7% 
a Euphorbiaceae, 16.4% a Apiaceae, 12.3% a Poaceae, 11.5% a Labiateae  
(86)
. 
Las plantas medicinales también se usan en enfermadades mentales, así tenemos a 
salvia, Ginkgo biloba, y mezclas complejas de otros remedios tradicionales. La melisa y la 
lavanda alivian la agitación en personas con demencia y la hierba de San Juan trata la 
depresión. El valor potencial de numerosos extractos de plantas o químicos (curcumina) 
con actividad neuroprotectiva todavía debe revisarse 
(87)
. 
Hay evidencia científica de uso de Hypericum perforatum para la depresión mayor, 
y de Piper methysticum para desordenes de ansiedad. Varios ensayos clínicos preliminares 
proveen evidencia positiva de efectos antidepresivos de Echium amoenum, Crocus sativus, 
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y Rhodiola rosea; y de actividad ansiolítica de Matricaria recutita, Ginkgo biloba, 
Passiflora incanata, Echium amoenum, y Scutellaria lateriflora 
(88)
. 
Las plantas medicinales también tienen tradición como anticancerígenos, entre las 
plantas que poseen estas propiedades podemos mencionar a Allium sativum, Aloe vera, 
Solanum Lycopersicum, Azadirachta indica, Piper nigrum, Piper longum, Terminalia 
arjuna; además se puede mencionar a los compuestos anticancerígenos derivados de 
plantas como: camptoteticina, las epipodofilotoxinas, los alcaloides y los taxanos 
(89)
. 
La literatura también reporta el potencial de las plantas como inmunoestimulantes, 
como ejemplos tenemos: Allium sativum, Asparagus racemosus, Clerodendrum phlonidis, 
Curcuma longa, Emblica officinalis, Mangifera indica, Piper longum, Salicornia herbacea 
(90)
, Uncaria tomentosa 
(91)
. 
Muchas otras actividades de plantas medicinales han sido reportadas como 
antimaláricos 
(92)
, antimicrobianos 
(93-96)
, anti-obsesidad 
(97)
, etc. 
 
2.2. Bases Teóricas 
2.2.1.  Plantas Medicinales con actividad antifúngica  
Las plantas producen muchos metabolitos secundarios, como las fitoanticipinas y 
las fitoalexinas, que utilizan para defenderse de la infección por agentes fitopatógenos, 
entre ellos los hongos 
(98 y 99)
. La medicina tradicional ha hecho uso de muchos diferentes 
extractos de plantas para el tratamiento de infecciones fúngicas y muchas de ellas han sido 
evaluadas por su acción in vitro 
(100)
. Basado en el conocimiento de que las plantas 
desarrollan sus propias defensas contra patógenos fúngicos ellos parecen ser una interesante 
fuente para compuestos antifúngicos. 
La literatura reporta que 284 compuestos distribuidos en 11 tipos tienen actividad 
fungicida. De estos tipos de compuestos químicos, tres son los citados más regularmente: 
los compuestos fenólicos (47%), los terpenoides (29%), y los alcaloides (11%). 123 
compuestos fenólicos,  80 terpenoides, y 30 alcaloides con actividad fungicida son 
mencionados en la literatura. 1064 especies de plantas, distribuidas en 150 familias, tienen 
actividad antifúngica. Las familias más frecuentemente citadas son la Lamiaceae y la 
Fabaceae, representando un 19% y 18% respectivamente. Dentro de Lamiaceae, 196 
especies con actividad fungicida están distribuidas en 48 géneros, entre ellos: Teucrium, 
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Pycnanthemum, Thymus, Satureja, Origanum, Micromeria, Mentha, Monarda, y Ocimum. 
Similarmente ocurre en la familia Fabaceae, 190 especies tienen actividad fungicida 
distribuidos en 94 géneros. Entre ellos, 8 son los más citados: Genista, Rhynchosia, 
Canavalia, Trifolium, Acacia, Chamaecytisus, Cytisus, y Vigna  
(101)
. 
La distribución de los compuestos antifúngicos puede ser definida ya sea en base a 
su distribución taxonómica o en base a su clase química. Los antifúngicos naturales 
pertenecen a todas las clases mayores de metabolitos secundarios como compuestos 
fenólicos, alcaloides, terpenoides, saponinas, flavonoides, proteínas, y péptidos, etc. 
(102)
. 
A la fecha se han realizado numerosos estudios para evaluar la actividad antifúngica 
de plantas, podemos citar algunos ejemplos hechos en Brasil y México: 
Braga et al. (2007) estudiaron 20 plantas usadas en la mecina tradicional brasileña 
por su actividad antifúngica contra Candida albicans y Cryptococcus neoformans. Entre los 
20 extractos metanólicos ensayados, los extractos del Schinus terebintifolius, Occicum 
gratissimum, Cajanus cajan, y Piper aduncum fueron los más activos contra C. albicans 
(CMI de 1.25 mg/mL)  mientras que Bixa orellana, O. gratissimum, y Syzygium cumini 
mostraron la mejor actividad contra C. neoformans (CMI de 0.078 mg/ml) 
(103)
. 
Alanís-Garza et al. (2007), estudiaron la actividad antifúngica in vitro de plantas del 
nor-este de México contra algunos de los principales agentes etiológicos inductores de 
micosis pulmonar, Candida albicans, Aspergillus fumigatus, Histoplasma capsulatum, y 
Coccidioides immitis. Diez extractos hidroalcohólicos de las 15 plantas evaluadas 
mostraron actividad antifúngica contra al menos uno de estos hongos. Además, se llevó a 
cabo la extracción diferencial con disolventes de diferentes polaridades, y 16 extractos 
mostraron actividad en un rango de 16 a 125 µg/mL contra diferentes hongos 
(104)
. 
Por otro lado, sabiendo que las biopelículas de Candida, representan un problema 
adicional, también hay estudios que evalúan la actividad de varias plantas contra las 
biopelículas de Candida, Sardi JC. et al. (2013) hacen una recopilación de ellas, entre las 
que se pueden mencionar a extractos de Allium sativum, Cassia spectabilis; frutos de 
Caesalpinia ferrea; aceites esenciales de Croton cajucara Benth ricos en linalol, Ocimun 
americanum L., y Cinnamomum zeylanicum 
(105)
. 
En la actualidad se dispone de variados agentes antimicóticos obtenidos de plantas 
que se han probado tanto in vitro como in vivo con buenos resultados 
(106)
. De la destilación 
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de las hojas de la planta Melaleuca alternifolia se obtiene el aceite esencial del árbol del té, 
un fitofármaco que ha mostrado actividad antifúngica por la acción directa de los 
componentes activos, terpinen-4-ol y 1,8-cineol, a una concentración que varía del 29% al 
45% y del 4,5% al 16,5%, respectivamente, contra las estructuras celulares. El aceite se usa 
para el tratamiento de infecciones dérmicas por hongos de los géneros Candida y 
Malassezia, y en las onicomicosis por dermatofitos 
(107)
.  
En los extractos alcohólicos, los aceites esenciales de los bulbos del ajo (Allium 
sativum), se han aislado compuestos de naturaleza sulfúrica, alicina y ajoeno, a los que se 
les atribuye el efecto antifúngico sobre especies de los géneros Candida, Malassezia, 
Cryptococcus y Aspergillus, así como contra especies de dermatofitos y el hongo 
Paracoccidioides brasiliensis 
(108)
.  
De la planta del eucalipto (Eucalyptos globulus) se obtiene aceites esenciales, 
extractos e infusiones con actividad antifúngica, a concentraciones entre el 54% y el 95% 
del componente activo 1,8-cineol 
(109)
. 
Las plantas Thymus vulgaris y Thymis zygis son fuente de las moléculas timol y 
carvacrol, las cuales tienen actividad principalmente contra Cryptococcus neoformans y 
especies de Candida, Aspergillus, Saprolegnia y Zygorhynchus 
(110 y 111)
. 
Otras moléculas producidas por las plantas son las fitodefensinas, de naturaleza 
peptídica y ricas en cisteína, con capacidad de inhibir el crecimiento de los hongos al 
producir en ellos cambios morfológicos y daño en algunas de sus estructuras celulares 
(112)
. 
En las semillas de la planta del maíz (Zea mays) se encuentra la proteína zeamatina, que 
tiene como función proteger a la planta de hongos patógenos por la capacidad de producir 
lisis osmótica, en estudios realizados contra Candida albicans, la molécula tiene una CMI 
de 0,5 mg/L 
(113)
. 
 
2.2.2.  Determinación de la actividad antifúngica 
Los estudios de susceptibilidad a antifúngicos antiguamente no eran métodos 
estandarizados, eran inconsistentes y muy poco reproducibles, ya que hay muchos factores 
que influyen en estos ensayos, como el tamaño del inóculo, la composición y pH del medio, 
formato de la prueba y temperatura de incubación 
(114 y 115)
. El National Committee for 
Clinical Laboratory Standards (NCCLS), actualmente Clinical of Laboratory Standards 
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Institute (CLSI) de Estados Unidos, en el año 1992 publicó el primer borrador de un 
estándar para la susceptibilidad de levaduras, que se basaba en técnicas de macrodilución y 
que luego se adaptó al formato de microdilución. Fue aprobado en 1997 para medir las 
Concentraciones Mínimas Inhibitorias de las principales especies de levaduras oportunistas, 
demostrando una adecuada reproducibilidad interlaboratorio en diversos estudios 
multicéntricos 
(114-116)
. En  Europa manejan estándares similares para evaluar la 
susceptibilidad antifúngica de levaduras, dadas por el  Subcommittee on Antifungal 
Susceptibility Testing (AFST) del European Committee on Antimicrobial Susceptibility 
Testing (EUCAST), documento EDef 7.1 y Edef 7.2 
(117 y 118)
. 
Para hongos filamentosos los estándares son más difíciles de establecer, actualmente 
se usan como referencia los documentos CLSI M38-A2 y su contraparte europea 
(119 y 120)
. 
Recién en el documento M38-A2, se dan pautas para el trabajo con dermatofitos 
(119)
. Estos 
últimos años se ha logrado establecer también parámetros para la utilización de técnicas de 
disco difusión para la susceptibilidad antifúngica, concretamente el documento CLSI M44-
A2 
(121)
. 
Para evaluar la susceptibilidad antifúngica también existen otros métodos que tienen 
buena correlación con los métodos de referencia del CLSI y el EUCAST, entre ellos 
tenemos al E-test
®
,  aprobado por la FDA para la susceptibilidad in vitro de Candida sp 
contra fluconazol e itraconazol 
(122-125)
. El e-test es un método sencillo que involucra la 
inoculación del hongo en la superficie del agar, seguido de la colocación de una tira 
impregnada con una gradiente de concentración de antifúngico, lo cual permite determinar 
la CMI. Es un método particularmente eficaz en la detección de resistencia a anfotericina B 
en Candida 
(122)
. Otros métodos comerciales utilizados se basan en el método de 
microdilución del CLSI, como el Sensitre
®
 Yeast One, pero con la diferencia que para 
facilitar la lectura usa un sustrato cromogénico, se ha usado con éxito en levaduras
 (126) 
y 
también con hongos filamentosos 
(127)
. Otro sistema disponible en el mercado es el sistema 
Vitek 2
® 
(Biomerieux), que utiliza una lectura espectrofotométrica, este sistema además 
tiene la ventaja de identificar levaduras 
(128)
.  
Otros métodos disponibles para medir la susceptibilidad antifúngica son la 
determinación de concentración fungicida mínima, determinación de curvas de muerte, 
citometría de flujo y cuantificación de ergosterol, los cuales, debido a su mayor 
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complejidad, se realizan en laboratorios de referencia o altamente especializados en el tema 
(115 y 122)
. Por último otro método útil pero todavía no estandarizado es el de dilución en 
agar, que tiene buena correlación con los métodos de referencia 
(122)
.  
 
2.3.    Marco Conceptual  
 Plantas Medicinales en Estudio 
A continuación describimos las plantas medicinales utilizadas en la tesis. 
2.3.1. Hypericum laricifolium (CHINCHANGO) 
 
Clasificación Taxonómica 
SUPERDIVISION : SPERMATOPHYTA 
DIVISION  : MAGNOLIOPHYTA 
CLASE  : MAGNOLIOPSIDA 
SUB-CLASE  : DILLENIDAE 
ORDEN  : THEALES 
FAMILIA  : HYPERICACEAE 
GENERO  : Hypericum 
ESPECIE  : Hypericum laricifolium 
 
La especie pertenece a la familia Hypericaceae. Esta familia comprende 1350 
especies en 47 géneros, encontrados principalmente en regiones tropicales pero también en 
regiones temperadas del norte. La familia Hypericaceae, en ocasiones es incluida en la 
familia Clusiaceae subfamilia Hypericoideae 
(129)
. 
El género Hypericum consta de 400 especies, tiene una distribución cosmopolita, 
pero es más diverso en las regiones templadas y en las montañas tropicales 
(130 y 131)
. Para el 
Perú se citan 14 especies, de las que 6 son consideradas endémicas 
(132)
. Etimológicamente 
el nombre Hypericum viene de las palabras griegas hyper (sobre) y eikon (imagen) 
(133)
. 
Sinónimos: Brathys acerosa (Kunth) Spach; Hypericum acerosum Kunth; 
Hypericum laricifolium var. acerosum (Kunth) Wedd.; Hypericum laricoides Gleason; 
Hypericum platypetalum Turcz.; Hypericum racemulosum Turczadhaerescens 
(134)
. 
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Nombres Comunes: Chinchango, chinchanga, chinchahual, romerillo, 
matequillcana. 
Descripción: Arbustos, árboles pequeños, sufrútices o hierbas, glabros o con pelos 
simples; tallo con corteza exfoliante; leño fisurado. Glándulas conteniendo hipericina 
(oscuras) o aceites esenciales (pálidas) presentes en varias partes de la planta. Hojas 
opuestas, decusadas, sésiles o cortamente pecioladas, más o menos unidas en la base; 
lámina entera, glándulas presentes. Inflorescencia de una sola flor o numerosas flores. 
Flores perfectas, amarillas, brillantes, homostilas; sépalos 5, libres, persistentes, con 
glándulas lineares o puntiformes; pétalos 5, con glándulas lineares o puntiformes; 
estambres en 5 fascículos no diferenciables formando un anillo continuo de 5–250 
estambres, filamentos muy cortos, anteras amarillas o anaranjadas, brillantes; ovario 
súpero, 3–5 lóculos, numerosos óvulos en placentas parietales; estilos 3–5, libres, estigmas 
capitados. Cápsula con 3–5 valvas (130). 
Distribución geográfica: En el Perú, lo encontramos en los departamentos de 
Amazonas, Ancash, Cajamarca, Huánuco, La Libertad, Pasco, Piura, y San Martín; entre 
los 2 000 y 4 500 msnm 
(134)
. También esta especie la encontramos en Venezuela, Colombia 
(135)
, y Ecuador 
(130)
 entre los 2 200 a 4 300 msnm. 
Composición química: se señala que de las partes aéreas de Hypericum laricifolium 
H.B.K. se aislaron dos nuevos productos naturales: hentriacontanil cafeato y nonaconasil 
cafeato; y también se reporta la presencia de los siguientes compuestos: estigmasterol, -
sitosterol, ácido 3 epi-betulínico, ácido p-hidroxibenzóico, ácido 3,4-dimetoxibenzoico, 
ácido cafeico, ácido ferúlico, ácido shikímico, doconasol, quercetina, quercetin 3-O-
galactósido, quercetin 3-O-rutósido, quercetin 3-O-ramnósido 
(131)
. También encontramos 
en la planta entera azúcares,  gomas, taninos, glicósidos saponínicos, esteroides, 
triterpenoides, flavonoides, carotenoides y resinas; y en las flores la hipericina 
(136)
. 
Usos de la especie: En la zona de recolección se usa para los “nervios”. Los 
pobladores de la zona de Cajamarca (San Miguel), lo usan como materia colorante, para 
teñir de amarillo el algodón, la lana y para curar una verruga tipo “zute” (137). El chinchango 
se usa también como cicatrizante 
(138)
 y en Piura (Huaylingas, Morropón) se usa para curar 
el Paludismo 
(139)
.  
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2.3.2.  Ilex guayusa Loes “GUAYUSA” 
 
Clasificación taxonómica 
SUPERDIVISION : SPERMATOPHYTA 
DIVISION  : MAGNOLIOPHYTA 
CLASE  : EQUISETOPSIDA  
SUB-CLASE  : MAGNOLIIDAE 
ORDEN  : AQUIFOLIALES  
FAMILIA  : AQUIFOLIACEAE 
GENERO  : Ilex 
ESPECIE  : Ilex guayusa Loes 
 
La especie pertenece a la familia aquifoliaceae, una familia perteneciente al orden 
Aquifoliales. Contiene sólo dos géneros de árboles y arbustos perennifolios o caducifolios, 
ordinariamente dioicos. Presenta el género Ilex y el Nemopanthus 
(140)
. 
El género Ilex tiene 405 especies 
(141)
, de las cuales unas 300 son propias de países 
templados y tropicales, sobretodo de América. Se caracterizan por tener hojas simples y 
alternas con flores generalmente unisexuales, actinomorfas, inconspicuas, a menudo 
tetrámeras, de ovario súpero y dispuestas frecuentemente en cimas. Los frutos son drupas 
(142)
. Algunas especies de este género son Ilex brasiliensis, Ilex paraguariensis, Ilex integra 
e Ilex guayusa Loes. 
Nombres comunes: Guayusa, Huayusa (Colombia, Ecuador, Perú); Wuayus 
(Shuar, Ecuador) 
(11)
. 
Descripción: Árbol de gran tamaño y muy ramificado cuyo tronco llega a medir 
hasta 1 m de diámetro. Sus hojas miden hasta 15 cm. de longitud por 7 cm de ancho y son 
coriáceas, dentadas, glabras, enteras, elípticas. Flores con peciolos cortos (hasta 1 cm de 
largo). Cáliz persistente, hasta 5 lóbulos y una corola de pétalos obtusos y con un fruto 
globuloso y presenta de 4 a 6 celdillas 
(143)
. 
Distribución geográfica: En el Perú la planta se encuentra en los departamentos de 
Amazonas, Cajamarca, La Libertad, Lambayeque, Loreto, Madre de Dios, Puno y Cerro de 
Pasco. En sudamérica lo encontramos además en Colombia, Ecuador, y Brasil 
(144)
. 
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Composición química: la cafeína es el mayor constituyente del género Ilex; 
triterpenos y derivados del ácido chlorogénico también han sido aislados.  También se 
reporta la presencia de piridoxina, riboflavina, ácido nicotínico, ácido ascórbico, colina y 
ácido isobutírico 
(11)
. 
Usos de la especie: En el lugar de recolección; las hojas hervidas o infusión dan el 
té de guayusa, que se toma como bebida caliente o como sustituto del café, se toma solo o 
acompañado de los alimentos.  Es estimulante del sistema nervioso, si se consume muy 
concentrado produce insomnio. El cocimiento concentrado de las hojas endulzado  con miel 
de abeja se da de beber a las mujeres que se cree que son infértiles para que se vean 
embarazadas, toman durante las noches después de 3 días que se ha retirado la regla, por un 
periodo de 11 noches consecutivas.  La infusión de las hojas y cañazo se toma para los 
resfríos comunes.  
 
2.3.3. Juglans neotropica Diels “NOGAL” 
 
Clasificación Taxonómica 
SUPERDIVISION : SPERMATOPHYTA 
DIVISION  : MAGNOLIOPHYTA 
CLASE  : MAGNOLIOPSIDA 
SUB-CLASE  : HAMAMELIDAE 
ORDEN  : JUGLANDALES 
FAMILIA  : JUGLANDACEAE 
GENERO  : Juglans 
ESPECIE  : Juglans neotropica Diels 
 
La especie pertenece a la familia Juglandaceae; pequeña familia de árboles y 
arbustos caducifolios, monoicos. Comprende 7-8 géneros y alrededor de 60 especies 
originarias de las regiones subtropicales y templadas de América del Sur y del Norte, Asia 
y Europa 
(129)
. 
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El género Juglans; comprende 15 especies nativas del Sureste de Europa, Asia y 
América del Norte y del Sur. Algunas especies de este género son: Juglans regia L., 
Juglans nigra L.,  Juglans cinerea L., Juglans ailanthifolia Carriére 
(129)
, y Juglans 
neotropica Diels (nogal Peruano). 
Nombres comunes: Nogal, tocte, cedro negro, cedro nogal, nogal bogotano. 
Descripción: En condiciones favorables normalmente alcanza unos 20 m de altura. 
Es usual que la mitad del fuste sea limpio. De porte recto. Su copa es irregular, con 
tendencia a ser proporcionadamente reducida. De ramas gruesas. Las flores masculinas 
aparecen en las ramas del año anterior, en las axilas de las cicatrices foliares. Son 
numerosas y dispuestas en espiga. Las flores femeninas se ubican, en grupos de 2 a 4, en el 
extremo de las ramas. Frutos de drupa redonda, de color pardo a negro, con pedúnculo 
corto. Al disgregarse el mesocarpio del fruto, queda la nuez o semilla con su cubierta 
característica 
(9)
. 
Distribución geográfica: En el Perú su distribución se observa entre 1 000 y 3 000 
msnm. Lo encontramos en los departamentos de Amazonas, Cuzco, Huánuco, Junin, Lima, 
Loreto, San Martín y Ucayali 
(13 y 145)
.  
Composición química: La corteza contiene un tanino elágico. La pulpa del fruto es 
rica en ácido málico y oxálico, además contiene una naftaquinona: la juglona. Las hojas 
tienen un aceite esencial y alcaloide: la juglandina, juglona y polifenol. La almendra de la 
semilla del nogal, contiene entre 60% y 65% de aceites 
(9)
.  
Usos de la especie: En el Perú  la infusión de hojas de nogal (por su poder 
astringente) se usa para cortar diarreas, lavar heridas, contra la tos y para teñir de negro el 
cabello. También debido a dicha propiedad, el jugo de los frutos tiernos mezclado con miel 
de abeja es usado como cicatrizante en el tratamiento de heridas y llagas 
(9)
. 
La semilla (nuez) constituye un importante alimento humano. Debido a su 
contenido en tanino, tanto la corteza como las hojas, el mesocarpo de los frutos y aún las 
raíces, se utilizan para teñir (color nogal, es decir, marrón oscuro) tejidos de algodón y lana. 
En Colombia la infusión de las hojas se toma como depurativo de la sangre y la infusión de 
las raíces se toma para tratar afecciones del hígado 
(9)
. 
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2.3.4. Piper spp. “MATICO” 
 
Clasificación Taxonómica 
SUPERDIVISION : SPERMATOPHYTA 
DIVISION  : MAGNOLIOPHYTA 
CLASE  : MAGNOLIOPSIDA 
SUB-CLASE  : ARCHICLAMIDEAS 
ORDEN  : PIPERALES 
FAMILIA  : PIPERACEAE 
GENERO  : Piper 
ESPECIE  : Piper spp 
 
La especie pertenece a la familia de las Piperaceae, comprende especies leñosas y 
herbáceas de las regiones tropicales.  Es una familia de 2 000 o más especies, donde la 
mayoría se agrupa en los géneros Piper y Peperonia, ambos ampliamente representados en 
el Perú 
(9)
. 
Piper es un género de Piperaceae mayormente constituido por arbustos, y casi 
exclusivamente tropical. El género Piper comprende cerca de 700 especies, entre éstas, 
desde el punto de vista económico, son importantes aquellas de las que se obtiene la  
pimienta: Piper nigrum (pimienta negra), P. officinarum, Piper longum, Piper cubeba. En 
particular, la pimienta negra es el fruto completo, mientras que la pimienta blanca se 
obtiene al quitar el pericarpo. En el Perú el género Piper está representado por 210 
especies, 2 subespecies, y 33 variedades 
(146)
. 
Descripción: En el Perú no existen estudios relacionados con la descripción 
botánica de la especie en estudio, según la Dra. Graciela Vilcapoma la muestra se acerca 
bastante a la especie conocida como Piper caucaense Yunck; la especie mencionada se 
encuentra en el Perú en el departamento de Amazonas 
(147)
. Esta planta por influencia de las 
condiciones ambientales, adopta formas típicas del lugar, por ello las hojas de la zona de 
recolección, son diferentes a las halladas en otras partes del país. 
Distribución Geográfica: Esta planta es oriunda del departamento de Amazonas, 
entre los 1 500 – 2 000 msnm, en los bosques nublados. Por otro lado a continuación 
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mencionaremos la distribución una especie parecida a la estudiada, Piper angustifolium 
R&P, que se desarrolla entre 0- 3 000 msnm y lo encontramos en los departamentos de 
Amazonas, Piura, Lambayeque, Cajamarca, San Martín, Loreto, Huánuco, Ucayali, Cerro 
de Pasco, Lima, Junín, Cuzco, Madre de Dios, Ayacucho 
(148)
. 
Composición química:  En el género Piper se han aislado los siguientes grupos de 
compuestos: alcaloides, amidas, propenilfenoles, lignanos, neolignanos, terpenos, 
esteroides, kawapironas, piperolidos, chalconas, hidrochalconas, flavonas, flavonones y 
otros compuestos (alcanos, alcoholes, ácidos, ésteres, y ciclohexanos oxigenados) 
(149)
. 
Usos de la especie: La especie Piper angustifolium R&P;  en la era preincaica, se 
usó como hemostático (ramas) y antiinflamatorio (hojas) 
(150)
. En Huarica, Cerro de Pasco, 
las hojas se usan para cicatrizar heridas externas 
(148)
. Además el cocimiento de las hojas 
(10 g/L), se aplica en la parte afectada, y también se usa para afecciones urinarias 
(150)
.  
 
2.3.5. Piper lineatum “LUTO”  
 
Clasificación Taxonómica 
SUPERDIVISION : SPERMATOPHYTA 
DIVISION  : MAGNOLIOPHYTA 
CLASE  : MAGNOLIOPSIDA 
SUB-CLASE  : ARCHICLAMIDEAS 
ORDEN  : PIPERALES 
FAMILIA  : PIPERACEAE 
GENERO  : Piper 
ESPECIE  : Piper lineatum 
 
Nombres comunes: Luto, matico, poʼseñempan. 
Las características generales del género ya se explicaron anteriormente. La planta es 
un arbusto silvestre de 2 -3 metros de alto y que habita en bosque secundario en suelo 
arcilloso.  
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Distribución geográfica: La planta se encuentra en el Perú y el Ecuador. En el Perú 
lo podemos encontrar en los departamentos de Amazonas, Cajamarca, Huánuco, Junin, 
Loreto, Cerro de Pasco y San Martin 
(151)
. 
Usos: La infusión de las hojas es desinflamante, cicatrizante de heridas externas y 
procesos de úlceras gástricas; para lavados vaginales en casos de inflamaciones por 
micosis; en casos de heridas y abscesos se hace hervir una porción de hojas  y con el agua 
caliente  que se pueda soportar las temperaturas se lava la zona afectada y se pone 
emplastos con las hojas. En caso de úlceras y malestar a las vías urinarias se toma el 
cocimiento de las hojas. 
 
2.3.6. Psidium guajava “GUAYABA” 
 
Clasificación Taxonómica: 
SUPERDIVISION : SPERMATOPHYTA 
DIVISION  : MAGNOLIOPHYTA 
CLASE  : MAGNOLIOPSIDA 
SUB-CLASE  : ROSIDAE 
ORDEN  : MYRTALES 
FAMILIA  : MYRTACEAE 
GENERO  : Psidium 
ESPECIE  : Psidium guajava L. 
 
La especie pertenece a la familia Myrtaceae, familia muy extensa formada por gran 
número de plantas leñosas que van desde matas hasta grandes árboles. Familia compuesta 
por alrededor de 120 géneros con cerca de 3 000 especies originarias de zonas tropicales y 
subtropicales de Australia principalmente, Asia y América. La familia tiene gran 
importancia económica al encontrarse en ella plantas de gran interés y utilidad por sus 
frutos comestibles, obtención de especias, aceites, maderas, etc. Igualmente numerosas 
especies tienen gran importancia como plantas ornamentales. Algunos de los géneros son 
Agonis, Angophora, Callistemon, Eucalyptus, Eugenia, Feijoa, Lophomyrtus, Luma, 
Melaleuca, Metrosideros, Myrciaria, Psidium, Syncarpia, Syzygium, Tristania 
(129)
. 
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El género Psidium comprende; árboles y arbustos siempre verdes de hojas opuestas, 
simples, enteras. Flores solitarias o en cimas axilares o terminales paucifloras. Cáliz 
urceolado con el tubo prolongado por encima del ovario, con 4-5 lóbulos, persistente. 
Corola con 4-5 pétalos blancos; androceo con numerosos estambres dispuestos en varias 
series. Fruto en baya globosa o piriforme, a veces comestible. Comprende unas 100 
especies nativas de América tropical 
(129)
. 
Nombres comunes: Guayaba, guayabo (Bolivia, Colombia, Ecuador, Perú, 
Venezuela); chuará-cacoto (Bolivia); goiaba, goiabeira, araca goiaba (Brasil); sahuinto 
(Perú: Quechua) 
(11)
, guayabillo, kima (cocama), kimanski, llómy (amuesha), matos, sacha, 
sailla, guayavo, huayabo 
(150)
. 
Descripción: Arbol pequeño de hasta 5 m de altura; tallos ramificados; hojas 
opuestas, sencillas, coriáceas, enteras, ovaladas; flores blancas, pequeñas, dispuestas en las 
axilas de las hojas; el fruto es una baya comestible que toma un color amarillo cuando 
madura, de unos 5 cm de diámetro, globoso, liso, con una pulpa rosada y numerosas 
semillas 
(11)
. 
Distribución geográfica: En el Perú, crece en climas tropicales y subtropicales: 
San Martin, Loreto, Huánuco, Junin, Lima, Cuzco, 
(150)
 y Amazonas. 
Actualmente se extiende desde México y Centroamérica, hasta Sudamérica, 
específicamente en Brasil y Perú, en Las Antillas y el sur de Florida. Su área ecológica se 
encuentra en la franja paralela al Ecuador, con límites que no van más allá de los 30º de 
cada hemisferio. Siglos atrás fue llevada a África, Asia y la India y actualmente se le 
encuentra en más de 50 países con clima tropical. En Hawai, la guayaba crece en franjas 
desérticas con precipitaciones menores a 250 mm 
(152)
. 
Composición química: En general en el género Psidium se ha descrito la presencia 
de saponinas, sapogeninas, elagitaninos y triterpenos. Entre los compuestos químicos de la 
planta se reportan: vitamina C, aceites esenciales en las hojas (cariofileno, nerolidiol, 
bisaboleno, aromadendreno, p-selineno, α-pineno y 1,8-cineol), carbohidratos, taninos, 
flavonoides, triterpenoides, esteroides y alcaloides 
(153 y 154)
. 
Usos de la especie: En el Perú; las hojas y la raíz se usan como astringentes, la 
decocción de la corteza para el dolor de estómago, el cocimiento de hojas para lavar las 
piernas y desinflamarlas, el cocimiento de frutos y hojas para disenterías y diarreas, además 
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las semillas, se muelen y se hace una pasta con agua que se aplica en barros y granos del 
rostro 
(11 y 150)
. 
En otros países del mundo se usa en la medicina herbolaria para combatir diferentes 
enfermedades como febrífuga, antisecretoria, hemostático, antiséptico, astringente, 
antidisentérico, cicatrizante, para tratamiento de la diabetes, digestivo y anticatarral, para 
los cólicos, diarreas, inflamación gastrointestinal aguda y como diurético,  entre otros usos 
(152-155)
.  
 
 
2.3.7. Senna reticulata (Willdenow) H. Irwin & Barneby “RETAMA” 
  
Clasificación taxonómica 
SUPERDIVISION : SPERMATOPHYTA 
DIVISION  : MAGNOLIOPHYTA 
CLASE  : MAGNOLIOPSIDA 
SUB-CLASE  : ROSIDAE 
ORDEN  : FABALES 
FAMILIA  : FABACEAE 
GENERO  : Senna 
ESPECIE  : Senna reticulata 
 
La familia fabaceae está compuesta de 440 géneros, 12 000 especies. Los géneros 
más numerosos son: Astragalus (2 000), Indigofera (500), Crotalaria (500), Trifolium 
(300), Dalea (160), Phaseolus (200) y Lupinus (200) 
(156)
. 
El género Senna es pantropical con 260 especies, de las cuales 200 especies están en 
el continente americano 
(157)
. 
La especie Senna reticulata, tiene como sinónimo a Cassia reticulata. 
Nombres comunes: Gayomba (España), giesta (Portugal, Brasil), ginesta (España), 
ginestera (España), retama (Perú, Uruguay), retama Amarilla (Uruguay), retama de olor 
(España), spanish broom (USA), weaver's broom (USA). 
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Descripción: Arbusto de hojas amplias, hasta 8 m de altura, de copa amplia. Hojas 
compuestas, imparipinnadas, alternas, con estípulas; con 7-13 pares de foliolos, 
ampliamente oblongos a ligeramente obovados y asimétricos, 7-19 cm de largo y 3-7 cm de 
ancho, ápice redondeado, base inequilátera y obtusa, haz opaca, envés 
pubérulo. Inflorescencias axilares o terminales en racimos largos, 15-60 cm de largo; 
sépalos oblongo-obovados, cóncavos, 10-14 mm de largo; pétalos amarillos, oblongo-
obovados u obovado-flabelados. Fruto en legumbre, aplanado, 10-15 cm de largo. La planta 
por la noche cierra sus hojas 
(158)
. 
Distribución geográfica: Lo encontramos en toda América central y América del 
Sur, principalmente en Brasil, Colombia, Ecuador, Surinam, Venezuela y Perú. En el Perú 
se ha reportado su presencia en los departamentos de Amazonas, Loreto, Pasco, San Martín 
(159)
, y Cajamarca.  
Composición química: En Senna reticulata se han aislado: seis antraquinonas 
(fisciona; aloe-emodina; 1,3,8-triidroxiantraquinona; 1,6,8-triidroxi-3-metoxiantraquinona; 
y crisofanol), un flavonoide (campferol), una biantrona de crisofanol, dos esteroides (β-
sitosterol;estigmasterol) y dos triterpenos (α-amirina; β-amirina) (160). 
Usos de la especie: En la zona de recolección se usa el cocimiento de las hojas  y 
flores contra la fiebre amarilla y  el cocimiento concentrado de hojas y frutos inmaduros, 
para la sarna y las manchas blancas de la piel. Con los tallos y hojas jóvenes trituradas se 
prepara un remedio para curar granos e infecciones de la piel 
(161)
. En Brasil se destacan los 
usos en enfermedades de la piel, como micosis, erupción cutánea, sarna, eccema y verruga. 
También es utilizada como purgante, diurético, antidiabético, laxante y abortivo, y para 
hipertensión, helmintiasis, espasmos, estreñimiento. Vale resaltar su uso como insecticida y 
repelente. Generalmente, dependiendo de las indicaciones de tratamiento, las partes 
utilizadas son las hojas, semillas y raíces 
(162)
. 
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2.3.8. Terminalia catappa “CASTAÑILLA” 
 Clasificación Taxonómica 
SUPERDIVISION : SPERMATOPHYTA 
DIVISION  : MAGNOLIOPHYTA 
CLASE  : MAGNOLIOPSIDA 
SUB-CLASE  : ROSIDAE 
ORDEN  : MYRTALES 
FAMILIA  : COMBRATACEAE 
GENERO  : Terminalia  
ESPECIE  : Terminalia catappa 
 
Las combretáceas son una familia del orden de las mirtales, que comprende 
alrededor de 600 especies de árboles, arbustos y trepadoras en 20 géneros. Su hábitat se 
extiende por los trópicos y subtrópicos; en ella se encuentran los géneros Combretum, 
Laguncularia, Lumnitzera, Terminalia, entre otros 
(163)
. 
Terminalia es un género de grandes árboles de la familia fanerógama de las 
combretáceas, con 100 especies distribuidas en regiones tropicales del mundo. Este género 
trae su nombre del latín terminus, debido a que sus hojas están muy al final de las ramas 
(164)
. 
Nombres comunes: Castañilla, almendro, almendro asiático, almendro de la costa, 
almendro de la india, almendro de tierra caliente, almendrón, almond 
(165)
. 
Descripción: Este árbol deciduo mide de 5 a 15 metros de alto. Sus ramas crecen en 
verticilos horizontales que forman como pisos de diferente altura. Su tronco, que puede 
medir hasta 60 cm de diámetro, presenta raíces tubulares poco pronunciadas. Su corteza de 
color gris es lisa y delgada, con el tiempo se vuelve agrietada. Su corteza interior es de 
color castaño claro y de sabor amargo. Sus hojas simples y alternas miden de 15 a 25 cm de 
largo y de 12 a 16 cm de ancho, y están aglomeradas cerca de los extremos de las ramas 
jóvenes. Sus flores son pequeñas de color blanco verdoso o castaño claro. Sus frutos son 
drupas de forma oval son carnosos y miden de 3 a 7 cm de largo y de 1,5 a 3 cm de ancho. 
Su semilla aceitosa mide en promedio 4 cm de largo. Su florescencia y su fructificación 
ocurre durante casi todo el año. Su madera es dura de color marrón rojizo 
(165)
. 
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Distribución geográfica: Se encuentra dese el Asia tropical hasta Polinesia y ha 
sido naturalizada en América. En el Perú lo podemos encontrar en Cusco, Lima, Madre de 
Dios 
(166)
 y también en Amazonas. 
Composición química: Las hojas contienen varios flavonoides (como 
el kamferol o quercetina), varios taninos (tal como la punicalina, punicalagina o tercatina),  
saponinas y fitosteroles 
(164)
. 
Usos de la especie: En el lugar de recolección, según refiere el recolector, se usa de 
la siguiente manera: beber el cocimiento de las hojas para bajar la presión arterial. La 
corteza raspada o molida  se toma para calmar la diarrea. Los cotiledones de las semillas 
secas se comen crudo para bajar el colesterol. Con esta misma finalidad se recomenda 
tomar  el  agua del cocimiento de las hojas.  
Tiene un fruto alimenticio, es medicinal antidiarréica, útil contra las migrañas y los 
cólicos. Se usa como combustible en forma de leña y para procesos de reforestación mixtos 
en la recuperación de áreas degradadas. En Filipinas valoran las hojas rojas de esta especie 
como vermífugas, el fruto es purgativo y las hojas, mezcladas con aceite alivian los dolores 
de pecho. También se ha indicado que una preparación con la corteza del árbol, es utilizada 
contra las fiebres gástricas y como antidisentérico 
(165)
. 
 
2.4. Hipótesis 
 
Las plantas en estudio tienen actividad antifúngica in vitro y es factible determinar la 
concentración mínima inhibitoria mediante microdilución en placa.  
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3.  Materiales y Métodos  
3.1. Tipo de Estudio: estudio observacional, descriptivo, transversal 
3.2. Representación Gráfica del Estudio  
                 
 
Figura 1. Diagrama de flujo de la metodología 
 
3.3. Recolección de la especie  
Las plantas que se describen en la Tabla 2 fueron recolectadas en los departamentos 
de Amazonas y Cajamarca  el año 2004 y el verano del año 2007. 
Las muestras de Ilex guayusa Loes, Piper lineatum y Senna reticulata Willd. fueron 
recolectadas en la Provincia de San Ignacio, Departamento de Cajamarca, entre los 900 y 
1400 msnm; el Hypericum laricifolium, Juglans neotropica Diels, Psidium guajava y 
Terminalia catappa en la Provincia de Luya a 1200 - 2800 msnm y el Piper spp. en la 
provincia de Chachapoyas a 2500 msnm en el departamento de Amazonas.  
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Tabla 2. Plantas medicinales seleccionadas para el ensayo antifúngico 
Especie Familia Nombre común Parte usada 
Hypericum laricifolium Hypericaceae Chinchango Partes aéreas 
Ilex guayusa loes Aquifoliaceae Guayusa Hojas 
Juglans neotropica Juglandaceae Nogal Corteza 
Piper spp. Piperaceae Matico Hojas 
Piper lineatum. Piperaceae Luto Hojas 
Psidium guajava Myrtaceae Guayaba Hojas 
Senna reticulata Willd. Fabaceae Retama Planta entera 
Terminalia catappa Combretaceae Castañilla Hojas 
 
  Los datos etnobotánicos y de recolección se resumen en la Tabla 3. 
 
 
3.4. Identificación y autenticación  de las especies 
Las especies Hypericum laricifolium, Juglans neotropica Diels, Piper spp. y 
Psidium guajava fueron identificadas por la Dra. Graciela Vilcapoma  Segovia en el 
Herbario Weberbauer de la Universidad Nacional Agraria de La Molina  y las especies, Ilex 
guayusa Loes, Piper lineatum, Senna reticulata Willd. y Terminalia catappa fueron 
identificadas por  el biólogo Jorge Campos, consultor botánico (ver constancias en los  
anexos 2 al 6). 
 
3.5 Estabilización de la Muestra 
El material recolectado fue acondicionado y estabilizado en el Laboratorio de 
Microbiología de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad Nacional Mayor 
de San Marcos a temperatura ambiente y en sombra aproximadamente por una semana. Las 
partes que se utilizaron son hojas, semillas, planta entera (ver tabla 2). Una vez estabilizada 
la muestra se sometió a un proceso de reducción de tamaño de partículas en un molino de 
cuchillas 21. 
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3.6. Evaluación fitoquímica preliminar 
Se realizó mediante pruebas fitoquímicas de caracterización siguiendo las técnicas 
de Lock 
(167)
. Entre los metabolitos secundarios buscados tenemos: quinonas, taninos, 
compuestos fenólicos, alcaloides, cumarinas, flavonoides y saponinas. 
 
3.7.  Preparación de los extractos: 
Se trabajó con el polvo de la parte elegida de cada especie (ver Tabla 2), en la 
proporción de 10 g de droga por 90 mL  del solvente respectivo. La extracción se realizó 
siguiendo el esquema de la Figura 1, por maceración a temperatura ambiente con etanol al 
95%, metanol y solución hidro-alcohólica (70:30). Los solventes fueron luego evaporados a 
sequedad en un rotavapor a una  temperatura  más baja de 40 ºC 
(44)
. Para el bioensayo, los 
extractos fueron resuspendidos con dimetilsulfóxido a una concentración de 25 mg/mL. 
 
3.8 Determinación de la Actividad Antifúngica de los Extractos Etanólico, Metanólico 
e Hidro-alcohólico de las Especies Estudiadas 
3.8.1  Método de Difusión en Agar   
Esta prueba se basa en la inhibición del crecimiento fúngico, mediante la difusión de las 
sustancias activas  en un medio sólido y se evidencia por la formación de halos claros 
alrededor de las colonias 
(44)
.  
a)  Hongos utilizados 
Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 1640, y Microsporum canis 
ATCC cepa clínica, del laboratorio de Microbiología del Instituto de Química Biológica, 
Microbiología y Biotecnología “Marco Antonio Garrido Malo” de la Facultad de Farmacia 
y Bioquímica, UNMSM.   
b) Preparación del inóculo 
Para la preparación de la suspensión del inóculo, se utilizaron a los microorganismos 
crecidos en agar dextrosa Sabouraud de 48 h para la Candida albicans, de 72 h para el 
Aspergillus niger y de 1 semana para el caso del Microsporum canis.  Se suspendieron los 
microorganismos en solución salina 0.85% estéril y se ajustó la turbidez al equivalente al 
tubo 0.5 de la escala de McFarland para Candida albicans y por cámara contadora de 
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células, hasta alcanzar el inóculo deseado (1 x 10
6
 ufc/mL) para los otros hongos y se 
corroboró por conteo de diluciones seriales en placa 
(44)
. 
c) Preparación e inoculación de las placas 
El medio agar dextrosa de Sabouraud previamente reconstituido, esterilizado, enfriado y 
mantenido a 45 °C, fue inoculado con  1 mL de suspensión del inóculo (1 x 10
6
 ufc/mL) 
por cada 100 mL de medio de cultivo, homogenizado y distribuido en placas Petri de vidrio 
estériles de 90 mm de diámetro, a razón de 20 mL por placa. Se dejó solidificar y se rotuló 
con el nombre del microorganismo testigo. Finalmente se hicieron pozos con la ayuda de 
un sacabocado de acero de 11 mm de diámetro externo, en cada placa se hizo 2 ó 3 pozos 
equidistantes 
(44)
. 
d)  Adición de las muestras e incubación de las placas 
Se agregó 100 µL de los respectivos extractos (25 mg/mL) de las diferentes muestras  
en los pozos, se dejó reposar por  60 minutos a temperatura ambiente y se llevó incubación 
a 37ºC por 24 h para Candida albicans, 72 h para Aspergillus niger y 1 semana para 
Microsporum canis.  
        e)   Controles 
Para el ensayo se usaron como controles positivos nistatina (0,2 mg/mL) y  fluconazol 
(0,2 mg/mL) disueltos en DMSO (Dimetilsulfóxido) y agua respectivamente. Las pruebas 
se realizarón por triplicado 
(44)
. 
f)  Lectura e interpretación de los resultados 
Se observa las zonas claras de inhibición del crecimiento (halos) y se mide los diámetros en 
mm. Se considera que tiene una actividad antifúngica significativa a un halo de inhibición 
mayor a 18 mm 
(44)
. Los extractos con  actividad significativa fueron sometidos a la prueba 
de microdilución en placa para determinar su Concentración Mínima Inhibitoria (CMI). 
 
3.8.2 Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) por el Método de 
Microdilución Colorimétrico en Microplaca 
Se hizo una prueba de microdilución cuantitativa de las muestras y controles para 
determinar la menor concentración capaz de inhibir el crecimiento del hongo siguiendo los 
protocolos del Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (Clinical and Laboratory 
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Standards Institute, CLSI). Para las pruebas con Candida albicans se usó el protocolo M27-
A2 
(116)
 y las modificaciones de Liu M y col. 
(168)
; y para el Microsporum canis se usó el 
protocolo M38-A 
(119)
, con las modificaciones de Liu M y col. 
(168)
 y Fernandez-Torres y 
col. 
(169)
. 
a)  Hongos usados 
Se usaron  Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans cepa clínica y 
Microsporum canis cepa clínica. 
b)  Preparación de las muestras para las pruebas de microdilución 
En la prueba de microdilución una solución de los extractos brutos diluídos en DMSO a  
concentración de 100 mg/mL fueron diluidas en diluciones dobles seriadas, adaptando el 
esquema de diluciones de drogas insolubles en agua de los protocolos CLSI M27-A2 y 
CLSI M38-A; obteniendo 10 diluciones doblemente concentradas finales, que están en el 
rango de 7,8 – 4000 µg/mL de los 24 extractos trabajados. La concentración final de 
DMSO fue igual o inferior al 5% (v/v). 
c)  Preparación de las controles para las pruebas de microdilución 
Los controles positivos utilizados para las pruebas fueron ketoconazol y fluconazol para 
las levaduras y fluconazol para el dermatofito. El ketoconazol soluble en DMSO fue 
preparado a 1600 µg/mL, siguiendo las normas del CLSI a una concentración mínima 100 
veces mayor de la concentración a ser probada, en este caso 16 µg/mL. El fluconazol 
(soluble en agua) fue preparado a 640 µg/mL, siguiendo las normas, 10 veces la mayor 
concentración a ser probada, en este caso 64 µg/mL. La concentración de los controles 
fueron de  0,0313 – 16 µg/mL  y de 0,125 – 64 µg/mL para ketoconazol y fluconazol 
respectivamente 
(116)
. El control de esterilidad fue el medio RPMI 1640 con resazurina de 
acuerdo al protocolo de Liu M y col. 
(168)
.  
d) Preparación del medio de cultivo RPMI 1640 para la prueba de microdilución 
El medio de cultivo utilizado fue el RPMI 1640 con rojo de fenol y sin bicarbonato de 
sodio (SigmaAldrich), siguiendo las recomendaciones del CLSI. Para preparar 50 mL del 
medio RPMI 1640 se pesó asépticamente 0,52 g del medio RPMI 1640 y se disolvió en 45 
mL agua destilada estéril, luego se pesó 1,73 g de MOPS (Sigma-Aldrich) y se añadió al 
preparado anterior, luego se agregó 5 mL de agua destilada estéril y finalmente se filtró 
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utilizando filtro de 0,22 µm ó 0.45 µm de de porosidad. Luego fue almacenado en 
recipiente estéril y protegido de la luz a 4ºC. Antes de usar el medio se verificó la ausencia 
de turbidez (ausencia de contaminación). 
e)  Preparación del inóculo de Candida albicans 
A fin de obtener un mayor número de células viables, un repique de Candida albicans 
fue realizada 48 horas antes de la prueba de determinación de la Concentración Mínima 
Inhibitoria (CMI). El día del ensayo, una pequeña alícuota de la levadura fue transferida a 
un tubo de ensayo conteniendo solución salina estéril 0,85%, hasta alcanzar un grado de 
turbidez semejante al tubo 0.5 de la escala de McFarland, que equivale a 1 – 5 x 106 ufc/mL 
(inóculo concentrado). En seguida se realizó una doble dilución, de 1:50 y de 1:20 con el 
medio RPM1 1640; para obtener un inóculo de 1 – 5 x 103 ufc/mL (inóculo 2x) (168). 
       f)  Preparación del inóculo de Microsporum canis 
La preparación del inóculo se basó en las directrices de la CLSI M38-A, con las 
modificaciones de Fernández-Torres B. y col., 2002. A fin de obtener un mayor número de 
células viables, un repique de las cepas de Microsporum canis fue realizada 1 semana antes 
de la prueba de determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI), se sembró en 
tubos de agar inclinado de agar dextrosa Sabouraud.  El día del ensayo se agregó la 
cantidad suficiente de solución salina estéril 0.85% que cubra todas las colonias fúngicas 
del tubo, luego con la ayuda de un hisopo se ayudó a hacer la suspensión. Posteriormente la 
mezcla resultante de conidias y fragmentos hifales fueron retiradas y transferidas a un tubo 
estéril. Las partículas pesadas fueron dejadas sedimentar por 5 a 20 minutos, y las 
suspensiones superiores homogéneas fueron recogidas y mezcladas con un vortex. La 
densidad de estas suspensiones fueron ajustadas con un espectrofotómetro en una longitud 
de onda de 530 nm para obtener inóculos estandarizados a 65 a 70 % de transmitancia. 
Estas suspensiones stock fueron luego diluidas 1:50 en el medio RPMI para obtener un 
tamaño del  inóculo de 1,2 x 10
4
 a 6 x 10
4
 UFC/mL. La cuantificación del inóculo se realizó 
por plaqueado de 0,01 mL de una dilución 1:100 del inóculo ajustado sobre placas de agar 
dextrosa Sabouraud 
(119 y 169)
. 
      g)     Preparación de la Resazurina 
La resazurina se preparó a una concentración de 20 mg/mL. Para la preparación de 10 
mL de la solución de resazurina se pesó de manera aséptica 200 mg de resazurina, luego se 
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completó a con agua destilata estéril hasta los 10 mL, en una fiola estéril. Luego se filtró 
usando filtración de membrana con filtro de tamaño de poro de 0.22 µm. Posteriormente se 
almacenó en un recipiente de vidrio ambar estéril y se almacenó en refrigeración hasta su 
uso 
(168)
. 
h)  Preparación del inóculo con el indicador resazurina 
Para la prueba de microdilución se procedió teniendo en cuenta que por cada 20 mL de 
la suspensión del inóculo 2x se agregó 0,1 mL de la solución de resazurina 20 mg/mL 
(168)
. 
i)  Procedimiento de la prueba de microdilución colorimétrica 
La prueba de microdilución fue realizada en microplacas de 96 pozos estériles, de fondo 
en U (Brand). De manera general la distribución de las muestras se realizó teniendo en 
cuenta el diseño de la bandeja de microdilución (Tabla 4).En los pozos correspondientes a 
las muestras (B2-B11, C2-C11, D2-D11, E2-E11, F2-F11, y G2-G11) y a los controles 
Ketoconazol (A2-A11) y fluconazol (H2-H11), se colocan: 
 100 µL  de la dilución 2x de la muestra o control correspondiente (ejemplo para el pozo 
A2, será 100 µL de  32 µg/mL ketoconazol) 
 100 µL  del inóculo 2x con indicador resazurina. 
Por otro lado en los pozos de  B1 – G1, se colocan 200 µL del medio RPMI 1640 con 
resazurina,  sirviendo estos como control de esterilidad. Además en los pozos de la columna 
12 (B12-G12), se colocan 100 µL del medio RPMI y 100 µL del inóculo 2x con indicador 
rezasurina, sirviendo estos pozos como control de crecimiento. 
j)  Incubación de la placa 
Las microplacas se incubaron a 37ºC por 24 h para las cepas de Candida albicans y de 
4 a 7 días para 1a cepa de Microsporum canis. 
k)  Lectura de los resultados de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 
La lectura de resultados se hizo visualmente. Cualquier cambio de color de púrpura a 
rosado o incoloro se registraron como positivos. La concentración más baja a la que no se 
produzca el cambio de color se tomó como el valor de la CMI. El promedio de tres valores 
fueron calculados y se reportaron como la CMI 
(168)
. Para una correcta lectura se siguió las 
recomendaciones de Wiegand I. y col. 
(170)
. 
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Tabla 4. Diseño de la bandeja de microdilución colorimétrica 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
 
A  16.0 8.0 4.0 2.0 1.0 0.5 0.25 0.13 0.06 0.03  K 
B CE 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.63 7.81 3.91 CP M1 
C CE 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.63 7.81 3.91 CP M1 
D CE 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.63 7.81 3.91 CP M2 
E CE 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.63 7.81 3.91 CP M2 
F CE 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.63 7.81 3.91 CP M3 
G CE 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.63 7.81 3.91 CP M3 
H  64.0 32.0 16.0 8.0 4.0 2.0 1.0 0.5 0.25 0.125  F 
 
l)  Interpretación de resultados 
Para la interpretación de los resultados se tomó en cuenta los parámetros de Holetz FB. 
y col. 
(17)
. Se consideró que los extractos tenían una actividad antifúngica significativa 
cuando el CMI ≤ 1000 μg/mL. La actividad significativa se clasifica así:  
 Débil actividad antifúngica: CMI de 500 a 1000 μg/mL   
 Moderada actividad antifúngica: CMI de 100 a < 500 μg/mL   
 Buena actividad antifúngica: CMI < 100 μg/mL   
En cuanto a los controles de fluconazol y ketoconazol la interpretación se realizó 
teniendo en cuenta para la Candida albicans la normativa del CLSI M27-A2. Los puntos 
interpretativos para el ketoconazol para el Microsporum canis se adaptaron de la  normativa 
CLSI M38-A2. 
 
3.9 Organización de la información 
 En tablas y gráficos mediante números y porcentajes 
3.10  Análisis estadístico 
 Se analizó mediante estadística descriptiva  
3.11 Aspectos éticos y morales 
 Se consideró que no hubo problemas éticos ni morales 
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4. RESULTADOS 
4.1. Análisis Fitoquímico Preliminar 
 
El  análisis fitoquímico preliminar reveló la presencia de compuestos fenólicos, 
taninos, flavonoides, cumarinas, alcaloides, quinonas y saponinas (metabolitos secundarios) 
(Tabla 5) en las extractos estudiados. 
 
En las partes aéreas de Hypericum laricifolium se resalta la presencia de taninos, 
flavonoides y saponinas; en las hojas de Ilex guayusa Loes se resalta la ausencia de 
quinonas y la moderada presencia del resto de metabolitos investigados; en la corteza de 
Juglans neotropica Diels se resalta la presencia de quinonas, y además de compuestos 
fenólicos, taninos y cumarinas en el extracto metanólico; en las hojas de Piper spp. se 
observa la presencia de todos los metabolitos investigados en el extracto metanólico; en las 
hojas de Piper lineatum se resalta abundante presencia de compuestos fenólicos, taninos, 
flavonoides, cumarinas y alcaloides; en la planta entera de Senna reticulata Wild se resalta 
la presencia de saponinas y quinonas y la ausencia de compuestos fenólicos; en las hojas de 
Psidium guajava se resalta la presencia de todos los metabolitos investigados al igual que 
en las hojas de Terminalia catappa 
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4.2 Actividad Antifúngica 
4.2.1 Método de difusión en Agar 
Los resultados de la determinación antifúngica de los extractos en estudio por el 
método de difusión en agar, se presentan en la tabla 6 y las figuras 2 al 4. 
 
En la tabla 6 y en las figuras 2 y 3, se aprecia que el 100 % de los extractos tiene un 
halo de inhibición ≥ 18 mm, que se interpretado como actividad significativa contra la 
Candida albicans ATCC 10231. 
 
En la tabla 6 se observa que ninguno de los extractos tiene actividad contra la cepa 
de Aspergillus niger ATCC 16404. 
 
En cuanto a la actividad de los extractos contra Microsporum canis, en la tabla 6 se 
destaca la muy buena actividad de los extractos de Juglans neotropica Diels, Piper 
lineatum y Terminalia catappa con halos de inhibición que superan los 18 mm y en el caso 
del extracto etanólico de Piper lineatum alcanza hasta los 48 mm. También es importante 
resaltar la inactivida de algunos extractos de Hypericum laricifolium y Piper spp. 
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Figura 2. Determinación de la actividad antifúngica contra Candida albicans 
ATCC 10231 por el método de difusión en agar. 
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FIGURA 3. Actividad antifúngica de los extractos etanólicos de plantas a 25 mg/mL 
por el método de difusión en agar contra Candida albicans ATCC 10231 
 
Leyenda: EM (Extracto metanólico), EE (Extracto etanólico), EHA (Extracto hidroalcohólico), PE (planta 
entera), PA (Partes aéreas), C (corteza) y H (hojas) 
• 1: EM de Senna reticulata Wild (PE) 
• 2: EM de Ilex guayusa Loes (H) 
• 3: EM de Piper lineatum (H)  
• 4: EM de Terminalia catappa (H)  
• 5: EE de Senna reticulata Wild (PE) 
• 6: EE de Ilex guayusa Loes (H)  
• 7: EE de Piper lineatum (H)  
• 8: EE de Terminalia catappa (H)  
• 9: EHA de Senna reticulata Wild (PE) 
• 10: EHA de Ilex guayusa Loes (H)  
• 11: EHA de Piper lineatum (H)  
• 12: EHA de Terminalia catappa (H)  
• 13: EM de Hypericum laricifolium (PA) 
• 14: EM de Juglans neotropica Diels (C) 
• 15: EM de Piper spp. (H)  
• 16: EM de Psidium guajava (H)  
• 17: EE de Hypericum laricifolium (PA) 
• 18: EE de Juglans neotropica Diels (C)  
• 19: EE de Piper spp. (H)  
• 20: EE de Psidium guajava (H)  
• 21: EHA de Hypericum laricifolium (PA) 
• 22: EHA de Juglans neotropica Diels (C)  
• 23: EHA de Piper spp. (H)  
• 24: EHA de Psidium guajava (H)
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FIGURA 4. Actividad antifúngica de los extractos de plantas a 25 mg/mL por el 
método de difusión en agar contra Microsporum canis  
 
Leyenda: M.c. (Microsporum canis) 
 12: Extracto hidroalcohólico de Terminalia catappa (Hojas) 
 13: Extracto metanólico de Hypericum laricifolium (Partes aéreas) 
 14: Extracto metanólico de Juglans neotropica Diels (Corteza) 
 
4.3. CMI por el Método de Microdilución Colorimétrico en Microplaca 
Los resultados de la determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 
por el método de microdilución colorimétrica de los extractos en estudio se presentan en la 
tabla 7 y las figuras 5 a 10. 
En la tabla 7 y las figuras 5 y 6 se observa que con excepción de los extractos 
metanólico e hidroalcohólico de Hypericum laricifolium, el extracto metanólico de Ilex 
guayusa Loes y los 3 extractos de Senna reticulata; todos los extractos estudiados tiene una 
CMI ≤ 1000 µg/mL contra Candida albicans ATCC 10231 y Candida albicans clínica, lo 
que representa el 75% de los extractos estudiados. 
 En la tabla 7 y la figura 9, se observa que todos los extractos del estudios tienen una 
CMI ≤ 1000 µg/mL contra Microsporum canis cepa clínica. En la figura 9 se observa que 
excepto los  3 extractos de Hypericum laricifolium; los extractos metanólico y etanólico de 
Ilex guayusa Loes; y los extractos hidroalcohólicos de Piper spp. y Psidium guajava; todo 
el resto de extractos tiene una < 100 µg/mL contra el Microsporum canis cepa clínica. 
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Figura 5. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos de las plantas en 
estudio contra Candida albicans ATCC 10231 
 
Leyenda: En el eje las ordenadas se ubica a la CMI en µg/mL y en el eje de las abscisas se 
ubican los extractos de las plantas en estudio. 
A: La escala de las ordenadas llega hasta 1200 µg/mL 
B: La escala de las ordenadas llegas hasta 120 µg/mL 
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Figura 6. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos de las plantas en 
estudio contra Candida albicans clínica 
 
Leyenda: En el eje las ordenadas se ubica a la CMI en µg/mL y en el eje de las abscisas se 
ubican los extractos de las plantas en estudio. 
A: La escala de las ordenadas llega hasta 1200 µg/mL 
B: La escala de las ordenadas llegas hasta 120 µg/mL 
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FIGURA 7. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria  de los controles 
por el método de microdilución colorimétrico contra Candida albicans  
 
A: Microplaca antes de incubar 
B: Microplaca después de incubar 
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FIGURA 8. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria  de algunos 
extractos por el método de microdilución colorimétrico contra Candida albicans  
 
Leyenda: CE (Control de esterilidad), CP (Control Positivo) 
Flecha blanca: indica la Concentración Mínima Inhibitoria 
• M4: Extracto Metanólico de Terminalia catappa (Hojas)  
• M8: Extracto Etanólico de Terminalia catappa (Hojas)  
• M10: Extracto Hidroalcohólico de Ilex guayusa Loes (Hojas)  
• M12: Extracto Hidroalcohólico de Terminalia catappa (Hojas)  
• M14: Extracto Metanólico de Juglans neotropica Diels (Corteza) 
• M15: Extracto Metanólico de Piper spp. (Hojas)  
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Figura 9. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos de las 
plantas en estudio contra Microsporum canis cepa clínica 
 
Leyenda: En el eje las ordenadas se ubica a la CMI en µg/mL y en el eje de las abscisas se 
ubican los extractos de las plantas en estudio. 
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FIGURA  10. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria  de algunos 
extractos por el método de microdilución colorimétrico contra Microsporum canis  
 
Leyenda: CE (Control de esterilidad), CP (Control Positivo) 
Flecha blanca: indica la Concentración Mínima Inhibitoria 
A: Microplaca antes de incubación 
B: Microplaca después de incubación 
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5. DISCUSIÓN 
Las plantas investigadas se usan en medicina tradicional en las zonas de 
recolección, tal como se observa en la tabla 3; para  problemas dérmicos e infecciosos. Los 
resultados de la prueba de  microdilución en microplaca demuestran que el 75% (18) de las 
plantas investigadas tienen actividad antifúngica contra Candida albicans ATCC 10231 y 
Candida albicans de aislado clínico, y el 100 % (24) contra Microsporum canis cepa 
clínica. Esto avala el potencial que tienen estas plantas como antifúngicos; así como una 
acertada selección basada en gran parte en su quimiotaxonomía y uso etnomedicinal. 
 
Hypericum laricifolium  
El extracto etanólico de las partes aéreas de Hypericum laricifolium tiene actividad 
contra Candida albicans (CMI= 250 µg/mL); estos resultado es similar al reportado en un 
estudio previo utilizando el método de dilución en agar 
(9)
 y a los encontrados en extractos 
de Hypericum perforatum 
(171)
. Por otro lado los 3 extractos trabajados fueron activos 
contra Microsporum canis (CMI= 125 µg/mL); siendo este el primer reporte sobre esta 
actividad; los resultados son similares a los reportados para los extractos de hexano y 
clorofórmico de Hypericum terneum 
(10)
. En el estudio fitoquímico preliminar se demostró 
la presencia de taninos y saponinas principalmente, las que serían responsables de la 
actividad biológica. Los estudios en este género han atribuido el poder antifúngico a 
xantonas, la hiperperforina, hipericina, y quercetina 
(172-174)
. 
 
Ilex guayusa Loes  
Los extractos etanólicos e hidroalcohólicos de las hojas de Ilex guayusa Loes, 
mostraron una regular actividad contra ambas cepas de Candida (250 µg/mL), además los 3 
extractos de esta planta fueron activos contra Microsporum canis (62.5-125 µg/mL); 
resultados por primera vez reportados en la literatura. Los resultados pueden equipararse a 
los encontrados para el extracto acuoso de ilex paraguariensis, activo contra Malassezia 
furfur 
(175)
 y a los frutos de Ilex integra, activos contra Candida albicans 
(12)
. El Ilex 
paraguariensis también es activo contra Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus, 
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virus del herpes simple y virus de la rabia 
(176 y 177)
. Se atribuye la acción antimicrobiana del 
género Ilex a los triterpenos, en especial al ácido rotúndico 
(12)
.  
 
Juglans neotropica Diels  
Los tres extractos de la corteza Juglans neotropica Diels tienen muy buena acción 
contra las dos cepas de Candida albicans y el Microsporum canis con una CMI ≤ 100 
µg/mL y no presentaron actividad contra Aspergillus niger. Estos resultados concuerdan 
con los estudios realizados por Huamani & Ruiz, donde se demuestra que el extracto 
etanólico de la corteza de Juglans neotropica Diels tiene una CMI de 250 µg/mL contra 
Candida albicans ATCC 10231, y López et al. con el extracto metanólico 
(9 y 14)
; 
adicionalmente se ha reportado que los extractos metanólico y de etil acetato de Juglans 
regia L. tienen actividad contra especies de Candida (CMI= 6-195 µg/mL) 
(178)
, y 
Cryptococcus neoformans 
(179)
, al igual que contra Microsporum canis y Trichophyton 
violaceum, y en más de 90% de Trichophyton mentagrophytes 
(180)
. Por otro lado el extracto 
etanólico de la corteza de Juglans cinerea tiene actividad contra Candida albicans, 
Aspergillus fumigatus, Trichophyton mentagrophytes, y Microsporum gypseum 
(181)
. El 
análisis fitoquímico preliminar revela la presencia  quinonas, cumarinas, taninos, 
compuestos fenólicos, y flavonoides los cuales pueden ser los responsables de la actividad 
biológica.  La quercetina, eugenol, beta-sitosterol encontrados en J. regia tienen actividad 
candidacida. 
 
Piper spp. y Piper lineatum 
Los extractos etanólico y metanólico de las hojas de Piper spp. mostraron una 
actividad significativa contra las dos cepas de Candida albicans (CMI ≤ 1000 µg/mL), y 
los 3 extractos de Piper spp. mostraron una muy buena actividad contra el Microsporum 
canis (CMI ≤ 100 µg/mL); ningún extracto mostró actividad contra Aspergillus niger y el 
extracto hidroalcohólico tiene apenas actividad contra Candida albicans ATCC 10231 y es 
inactivo contra la Candida albicans cepa clínica. Por otro lado todos los extractos de Piper 
lineatum fueron activos contra las cepas de Candida albicans (CMI ≤ 1000 µg/mL) y 
Microsporum canis (CMI ≤ 100 µg/mL). Los resultados concuerdan con el trabajo de 
Huamani, que encontró un CMI= 250 µg/mL para el extracto etanólico de las hojas de 
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Piper spp contra Candida albicans ATCC 10231, pero donde trabajaron con el método de 
dilución en agar 
(9)
; por otro lado se ha reportado que los extractos etanólico, metanólico e 
hidroalcohólico de las hojas de Piper lineatum (luto) mostraron actividad significativa 
contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans y 
Microsporum canis 
(182)
. Los resultados encontrados concuerdan con los reportados para 
otras plantas del género Piper; Bhadauria S. et al. 2012, reportaron que los extractos y los 
flavonoides de Piper betle fueron efectivos contra dermatofitos (Trichophyton rubrum, 
Trichophyton mentagrophytes y Microsporum gypseum) y Candida albicans 
(183)
 y Koroishi 
AM. y col. 2008, reportaron que el extracto hidroalcohólico de las hojas de Piper regnellii 
fueron activos contra los dermatofitos  Trichophyton rubrum, Trichophyton 
mentagrophytes y Microsporum gypseum con una CMI de 15.62 µg/mL, y de 62.5 µg/mL 
para Microsporum canis 
(184)
. El análisis fitoquímico preliminar revela la presencia de 
taninos, compuestos fenólicos, flavonoides, cumarinas y alcaloides entre sus principales 
constituyentes, los cuales pueden ser los responsables de la actividad biológica. En este 
género se han reportado los siguientes compuestos antifúngicos: ácido crasinérvico 
(185)
, 
cromonas, esteroles, flavonoides 
(186)
, hidroquinonas preniladas y sakuretina 
(15)
, canfor y 
canfeno principales constituyentes del aceite esencial de Piper angustifolium 
(187)
, 
numerosas amidas 
(16, 188-190)
, derivados del ácido benzoico 
(191)
, lignanos 
(192 y 193)
, y 
derivados ciclopentanodionas (coruscanona A y B) 
(194)
. Todos estos resultados remarcan el 
gran potencial del género en este campo de la investigación, el cual debe ser profundizado. 
 
Psidium guajava  
Todos los extractos de las hojas de Psidium guajava mostraron una muy buena 
actividad antifungica (CMI ≤ 100 µg/mL) contra las 2 cepas de Candida albicans y el 
Microsporum canis y fueron inactivas contra Aspergillus niger. Los resultados concuerdan 
con los encontrados por Dhiman A. et al. 2011, que detectó actividad del extracto 
metanólico de las hojas de Psidium guajava contra Candida albicans (CMI= 12.5 µg/mL) 
(195)
 y Holetz FB. et al. encontró un CMI de 125 µg/mL 
(17)
. Por otro lado Alves PM. y col. 
2009, reportaron la actividad de Psidium guajava contra biopelículas orales de Candida 
albicans 
(196)
. Adicionalmente Camacho-Hernandez IL. et al. 2004, reportaron que el 
extracto metanólico de la pulpa de la fruta de Psidium sartorianum fue activo contra 
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especies de Trichophyton 
(197)
. El análisis fitoquímico preliminar reveló la presencia de 
taninos, compuestos fenólicos, alcaloides, flavonoides, y saponinas; los cuales podrian 
explicar la actividad biológica de la planta 
(198)
. La quercetina 
(199)
 y aceites esenciales 
(cariofileno, etc.) 
(200)
, tienen propiedades candidacidas y fungicidas. 
 
Senna reticulata (retama)  
Los extractos etanólico, metanólico e hidroalcohólico de la planta entera de Senna 
reticulata (retama) no mostraron actividad significativa contra las cepas de Candida 
albicans. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Oliveira  (2009), que no 
encontró actividad contra Candida albicans por parte de los extractos hidroalcohólicos de 
hojas y corteza de Senna reticulata usando un método del CMI similar al de mi tesis 
(162)
, 
Ogundare OA. (2009), tampoco encontró actividad contra Candida albicans en el extracto 
metanólico de las hojas de Senna podocarpa 
(201)
. Por otro lado Noguera LG. reportó que el 
extracto etanólico de las hojas de Senna macranthera tiene un CMI de 5 mg/mL contra 
Candida albicans y Cryptococcus neoformans 
(202)
 y Doughari et al. (2008) demostraron 
que el extracto acuoso de las hojas de Senna obtusifolia tiene un CMI de 600 µg/mL contra 
Candida albicans y de 2000 µg/mL contra Aspergillus niger 
(203)
. Con respecto a la 
actividad contra dermatofitos, los 3 extractos de Senna reticulata tuvieron una CMI ≤ 100 
µg/mL contra  Microsporum canis, valores que lo situan como extractos con buena 
actividad antidermatodítica, estos resultados difieren de los encontrados por Oliveira que 
encontró un CMI = 6.25 mg/mL contra M. canis y T. rubrum y de 3.13 mg/mL contra T. 
mentagrophytes 
(162)
, valores mucho más elevados de los encontrados en la presente tesis.  
En el género Cassia que esta relacionado al género Senna, también encontramos resultados 
similares al de la tesis, por ejemplo los extractos acuosos  de Cassia grandis y Cassia 
occidentalis 
(37)
 tienen actividad contra Epidermophyton floccosum y Trichophyton rubrum 
(CMI= 50 µg/mL) y el extracto de las flores de Cassia fistula tiene actividad contra 
Epidermophyton floccosum y Trichophyton mentagrophytes (CMI= 500 µg/mL) 
(204)
; sin 
embargo estas últimas en menor medida que las obtenidas en el presente estudio. En 
reportes previos se atribuye el efecto antifúngico del género Senna a antraquinonas, 
flavonoides, saponinas, y compuestos fenólicos 
(162 y 203)
; lo que explicaría probablemente el 
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efecto de los extractos de Senna reticulata contra el Microsporum canis, al ser rico en estos 
metabolitos secundarios, como lo evidencia lo hallado en la investigación. 
 
Terminalia catappa  
Los extractos etanólico, metanólico e hidroalcohólico de las hojas de Terminalia 
catappa (castañilla) mostraron muy buena actividad (CMI ≤ 100 µg/mL) contra las cepas 
de Candida albicans y Microsporum canis, pero fueron inactivas contra Aspergillus niger. 
Los resultados encontrados son similares a los reportados por Nair et al. 2008 que encontró 
que el extracto metanólico de las hojas de Terminalia catappa fue activo contra Candida 
tropicalis por el método de difusión en agar 
(205)
; también se ha reportado actividad 
antifúngica en otras especies del género Terminalia; Aneja KR. et al. 2012, reportaron que 
los extractos metanólicos, etanólicos, acetónico y acuoso de hojas y corteza de Terminalia 
arjuna fueron activos contra Candida albicans 
(206)
; Mann A. et al. 2008, reportaron que el 
extracto etanólico de las raíces de Terminalia avicennioides fueron activos contra 
Aspergillus niger, Microsporum audounii y Trichophyton rubrum (CMI= 0.03-0.07 µg/mL) 
(207)
 y Masoko P. et al. 2005, reportaron que el extracto metanólico y acetónico de 
Terminalia sericea fueron activos contra Candida albicans (CMI= 80  µg/mL) y 
Microsporum canis (CMI= 20 µg/mL ) 
(41)
. El análisis fitoquímico preliminar revela gran 
presencia de compuestos fenólicos, taninos, flavonoides, alcaloides y quinonas; lo que 
podría explicar su efecto antifúngico y que se sustenta en lo reportado en la literatura en 
otras especies de Terminalia, así la planta Terminalia avicennioides es rica en taninos y 
saponinas, lo que explicaría su actividad contra cepas de Candida y dermatofitos 
(40)
. De los 
extractos de frutos de Terminalia bellirica se aislaron lignanos que poseen actividad 
antifúngica (208). Terminalia sericea y T. brachystemma originarios de Sudáfrica tienen 
compuestos antifúngicos de naturaleza apolar contra Microsporum canis 
(41)
. 
 
 Método de difusión en agar 
El método de difusión en agar usado en la presente tesis mostró buenos resultados 
en la evaluación de la actividad antifúngica contra Candida albicans y Aspergillus niger, 
similares a los reportados por Rojas et col. 
(44)
. Sin embargo los resultados obtenidos contra 
el Microsporum canis, no son homogéneos, ya que en una misma planta y con diferentes 
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extractos muestra resultados diferentes, que cuando se evaluó bajo el método de 
microdilución colorimétrico. Entre otras razones para explicar este resultado se puede 
mencionar a la naturaleza de los extractos, el volumen de agar usado, el tamaño de inóculo 
usado y el tiempo de incubación 
(209)
. El mayor tiempo de incubación, necesario para la 
evaluación de dermatofitos, perjudica al análisis. Por otro lado el método de difusión en 
agar requiere relativamente mayores cantidades de muestra y es incómodo para trabajar 
gran número de muestras respecto a los métodos de microdilución 
(210)
. 
 
 Método de microdilución 
Los resultados obtenidos por el método de microdilución en placa colorimétrico, usando 
resazurina como indicador de lectura, fueron excelentes tanto para la evaluación de la 
susceptibildad antifúngica contras Candida albicans, como contra Microsporum canis; y 
concuerdan con el método de Liu et al. 
(168)
. Los métodos de microdilución para levaduras, 
hongos filamentosos y dermatofitos; han sido estandarizados hace pocos años en especial 
por la CLSI (Clinical Laboratoty Standars Institute) 
(116 y 119)
, y la EUCAST (The European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) 
(117 y 118)
 para antifúngicos puros, al 
trabajar con extractos de plantas, surge el inconveniente de que el color o la precipitación 
pueden enmascarar el crecimiento del microorganismo 
(210)
; por lo que es necesario usar 
modificaciones de estos métodos para subsanar este impase, se puede hacer de 2 maneras 
usando una lectura espectrofotométrica o por lectura colorimétrica; en la tesis se prefirió 
usar la lectura colorimétrica respecto a la espectrofotométrica por limitaciones de  
equipamiento y por practicidad, pero mostrando resultados reproducibles usando la lectura 
colorimétrica, tal como se reporta en otros estudios similares para productos naturales, 
como los de Langfield RD et al. 2004 y Sarker SD et al. 2007 para bacterias 
(211 y 212)
, 
Monteiro MC et al. 2012 para Aspergillus fumigatus 
(213)
.  
En cuanto al tamaño de inóculo que en el caso de la Candida albicans, no representó 
ningún problema ya que se trabajó siguiendo la metodología del CLSI; en cuanto al tamaño 
de inóculo para los dermatofitos se realizó una variante respecto a su preparación que 
difiere de la usada por el CLSI M38-A2, pero la variante aplicada de cuantificar 
espectrofotométricamente el inóculo de los dermatofitos en general y del Microsporum 
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canis en paticular, esta corroborada por los estudios de Fernandez-Torres et al. 2002 
(169)
, 
da Silva Barros et al. 2007 
(214)
 y Biancalana FS et al. 2008 
(215)
. 
En cuanto al uso de indicadores colorimétricos para el método de microdilución, se puede 
usar sales de tetrazolium 
(211 y 216) 
y resazurina. En la tesis se usó Resazurina que tiene la 
ventaja de ser no radiactiva, no tóxica y soluble en agua 
(168 y 217)
 a diferencia de las sales de 
tetrazolium que tienen limitada solubilidad en buffers acuosos y limitada estabilidad 
(213)
. 
Por otro lado el uso de la resazurina, se priorizó respecto al colorante comercial Blue 
Alamar™, porque se ha demostrado que ambos reactivos tienen acción equivalente y el 
costo de la resazurina es menor.  
En cuanto a la concentración de resazurina usada en los ensayos, mi resultado fue el 
esperado empleando el método desarrollado por Liu y col. 
(168)
, donde en cada pozo se 
adiciona aproximadamente la resazurina al 0.001%; en cuanto a los dermatofitos seguimos 
con la misma concentración de resazurina evidenciando buenos resultados y que son 
similares a los presentados por Oliveira, el cual usa una concentración de resazurina de 
0.0016% por pozo, para evaluar la susceptibilidad de extractos de plantas frente a 
dermatofitos del género Trichophyton y Microsporum 
(162)
. 
En cuanto a la preparación de las diluciones de los controles, se procedió sin ningún 
inconveniente, aunque actualmente la metodología actualizada del EUCAST 
(118)
, 
recomienda usar DMSO como disolvente de fluconazol a diferencia del agua usada en la 
presente tesis. 
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6. CONCLUSIONES 
 
1. Todos los extractos estudiados tuvieron actividad antifúngica (halo de inhibición > 18 
mm) contra Candida albicans ATCC 10231 y ninguno contra Aspergillus niger ATCC 
16404 por el método de difusión en agar. 
 
 
2. Mediante microdilución se determinó que 19 (79%), 18 (75%) y 24 (100 %) de los 
extractos investigados  presentaron  CMIs ≤ 1000 µg/mL, frente a Candida albicans 
ATCC 10231, Candida albicans cepa clínica y Microsporum canis, respectivamente. 
Los extractos con la mayor actividad antifúngica fueron los de Juglans neotropica Diels, 
Psidium guajava y Terminalia catappa; con CMIs < 100 µg/mL. 
 
 
3. Se determinó la presencia de compuestos fenólicos, alcaloides, flavonoides, saponinas, 
taninos, cumarinas y quinonas en los extractos de estudio. 
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8. ANEXOS 
 
ANEXO 1: Material Biológico, reactivos y medios de cultivo 
 
MATERIAL BIOLÓGICO 
 Candida albicans ATCC 10231 
 Candida albicans cepa clínica 
 Aspergillus niger ATCC 16404 
 Microsporum canis Cepa clínica   
REACTIVOS 
 Etanol 95 % (Merck) 
 Metanol absoluto (Merck) 
 Agua destilada 
 Dimetilsulfóxido (Merck) 
 Ketoconazol (donados por Hersil, potencia 99,90%  y fecha de vencimiento: 1-10-13) 
 Fluconazol (donados por Hersil, potencia 99,20% y fecha de vencimiento: 30-3-13) 
 Resazurina(Sigma-Aldrich) 
 
MEDIOS DE CULTIVO 
 Agar Dextrosa Sabouraud al 4% (Merck) 
 Caldo Dextrosa Sabourud (Merck) 
 Medio RPMI 1640 con glutamina sin bicarbonato (Sigma-Aldrich) 
 Buffer ácido morfolino propanosulfónico (MOPS) (Sigma-Aldrich) 
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          Anexo 2: Constancia de identificación de las plantas  
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Anexo 3: Constancia de identificación de Ilex guayusa Loes 
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Anexo 4: Constancia de identificación de Piper lineatum Ruiz & Pav. 
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Anexo 5: Constancia de identificación de Senna reticulata (Willdenow) H. Irwin & 
Barneby 
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Anexo 6: Constancia de identificación de Terminalia catappa L 
 
 
